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RESUMO

Campylobacter sp. € uma importante causa de enterite de origem alimentar com alta incidéncia na
populacdo infantil de paises em desenvolvimento. No entanto, o diagnéstico especifico de sua
etiologia segue como um desafio, visto que métodos moleculares e imunoenzimaticos tém se
mostrado mais sensiveis. Postulamos que o conhecimento de sua viruléncia e o diagndstico
especifico possam ajudar na identificacdo e potencial controle da campilobacteriose na infancia.
Foi determinada a etiologia de diarreia por Campylobacter sp., em um estudo transversal sobre
diarreia em criancas de 0-36 meses residentes da area urbana de Fortaleza, Ceard, Brasil, que
necessitaram de atendimento médico de urgéncia por causa de doenga diarreica. Apos a aprovacao
ética do estudo, um questionario foi aplicado para qualificar as condigdes clinicas apresentadas
por cada crianga no momento da admissdo. O DNA foi extraido diretamente de amostras fecais
coletadas de 226 criancas. Para a detec¢do do agente etioldgico, utilizamos diagnostico molecular
(PCR e RT-PCR) e diagnoéstico imunoenzimatico (ELISA), além da deteccdo de genes associados
a viruléncia de C. jejuni (PCR). Campylobacter sp. foi encontrado em 8,9% (20/225) das
amostras, por diagnostico microbiologico convencional. C. jejuni e C. coli foram detectados em
19,5% (44/226) e 1,3% (3/226) das amostras diarreicas, respectivamente, por PCR. Os
diagnosticos por RT-PCR e ELISA alcancaram 26,7% (60/225) e 37,9% (58/153),
respectivamente. Quando considerada a combinacdo de diagndsticos (positividade no diagnostico
microbiol6gico ou no imunoenzimatico e ao menos em um dos testes moleculares) a prevaléncia
encontrada foi de 16,4% (37/226). A concordancia entre os testes para diagnostico utilizados foi
de moderada a regular, de acordo com o indice de Kappa. Genes associados a viruléncia foram
detectados nas seguintes propor¢fes de amostras positivas para C. jejuni: flaA, 79,5% (35/44);
racR, 97,7% (43/44) e dnaJ, 88,6% (39/44) — relacionados a adesdo bacteriana e colonizaco;
ciaB, 97,7% (43/44); pldA, 45,4% (20/44) e pVir 0% (0/44) — relacionados a invasao; e cdtABC
em 95,4% (42/44) das amostras, operon relacionado a producdo da toxina citoletal distensora
(CDT). Sinais e sintomas especificos, tais como sangue nas fezes, vomito, febre e/ou dor
abdominal, apesar de bastante frequentes, ndo foram associados com a deteccéo de C. jejuni. O
perfil de distribuicdo dos genes de viruléncia de C. jejuni ndo apresentou correlacdo com a
apresentacdo clinica da doenca, mesmo quando tal perfil foi categorizado de acordo com a funcéo
das proteinas codificadas pelos genes, 0 que nos leva a crer que outros fatores, talvez relacionados
a susceptibilidade do hospedeiro, possam ser mais importantes do que a variabilidade genética do
micro-organismo. Concluimos que Campylobacter sp. foi detectado em percentual relevante da
populacdo estudada, principalmente quando os métodos diagndsticos foram utilizados de forma
combinada. Em geral, os genes de viruléncia foram detectados em uma alta propor¢do das
amostras positivas para C. jejuni, embora os genes relacionados a invasdo tenham sido menos
frequentemente encontrados. Corroboramos dados de outros grupos sobre a necessidade de
revisdo do diagndstico para Campylobacter sp. em prol da inclusdo de metodologias mais
sensiveis e espécie-especificas, além da busca por marcadores para inflamagéo intestinal e fatores
preditivos de cultura negativa.

Palavras-chave: Diarreia Infantil. Campylobacter. Viruléncia. Diagndstico.



ABSTRACT

Campylobacter sp. is an important cause of food-borne gastroenteritis with high incidence in
children living in developing countries. However, the specific diagnosis of its etiology remains as
a challenge, since conventional diagnosis by culture is now challenged by molecular and
immunoenzymatic methods, which have greater sensitivity. We postulate that the knowledge of its
virulence and specific diagnosis may assist in identifying and potentially controling
campylobacteriosis in childhood. We determined the etiology of Campylobacter sp. associated
diarrhea, in a cross-sectional study of diarrhea in children aged 0-36 months from the urban area
of Fortaleza, Ceard, Brazil, who required emergency medical care because of diarrheal disease.
After ethical approval of the study, a questionnaire was applied to describe the clinical conditions
presented by each child at the time of admission. DNA was extracted directly from fecal samples
collected from 226 children. For the determination of the etiologic agent we used molecular
diagnostics (PCR and RT-PCR) and diagnostic immunoassay (ELISA), besides the detection of
virulence associated genes of C. jejuni (PCR). Campylobacter sp. was found in 8.9% (20/225) of
the samples by conventional microbiological diagnosis. C. jejuni and C. coli were detected in
19.5% (44/226) and 1.3% (3/226) of the diarrheic samples, respectively. The diagnostic RT-PCR
and ELISA reached 26.7% (60/225) and 37.9% (58/153) of positivity, respectively. When
considering the combination of diagnostic (positive in microbiological diagnosis or immunoassay
and at least one of the molecular tests) the prevalence was 16.4% (37/226). The agreement
between the tests used for diagnosis was moderate to regular, according to Kappa index. The
presence of C. jejuni’s virulence-associated genes that encode proteins related to the pathogenesis
of micro-organism were detected in the following proportions of C. jejuni-positive DNA samples:
flaA, 79.5% (35/44); racR, 97.7% (43/44) and dnaJ, 88.6% (39/44) — related to bacterial adhesion
and colonization; ciaB, 97.7 % (43/44); pldA, 45.4% (20/44) and pVir 0% (0/44) — related to
invasion, and cdtABC in 95.4% (42/44) of samples related to citoletal distending toxin (CDT).
Specific signs and symptoms such as blood in the stool, vomiting, fever and/or abdominal pain,
although quite frequent, were not associated with the detection of C. jejuni. The distribution
profile of C. jejuni’s virulence genes was not correlated with the clinical presentation of the
disease, even when this profile was categorized according to the function of the proteins encoded
by the genes, which leads us to believe that other factors, perhaps related to host susceptibility,
may be more important than genetic variability of the microorganism. We conclude that
Campylobacter sp. was detected in a significant percentage of the children 0-36 months with
diarrhea, especially when the diagnostic methods were used in combination. In general, the
virulence genes were detected in a high proportion of C. jejuni-positive samples, although the
invasion-related genes have been found less frequently. Our data corroborates findings from other
groups on the need to revise the diagnostic for Campylobacter sp. towards the inclusion of more
sensitive and species-specific methods, as well as search for extra markers for intestinal
inflammation and predictors of negative culture.

Keywords: Diarrhea, Infantile. Campylobacter. Virulence. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Campylobacter sp.

O género Campylobacter, pertencente a classe Epsilonproteobacteria, familia
Campylobacteraceae, foi proposto por Sebald e Véron em 1963 para uma bactéria conhecida
inicialmente como “Vibrio fetus”; contudo as diferencas bioquimicas e antigénicas marcantes
entre os géneros Campylobacter e Vibrio, além de diferengas no contetdo citosina-guanina no
DNA, abriram espaco a nova classificagdo (CDC, 2013a; SKIRROW, 2006; VERON;
CHATELAIN, 1973).

O género Campylobacter spp. é constituido por bacilos Gram-negativos curvos, em
forma de S ou espiralados, medindo de 0,2 a 0,9 um de largura e 0,5 a 5 um de comprimento
(Figura 1). Sdo muito moveis por flagelacdo monotriquia ou anfitriquia. A grande maioria
das espécies € microaerofila. Além disso, sdo todas oxidase-positivas e incapazes de
fermentar ou oxidar os hidratos de carbono, obtendo sua energia de aminoacidos ou
intermediarios que ndo sejam derivados de hidratos de carbono (FERNANDEZ, 2008).

Figura 1: Micrografia de transmissdo eletronica de
Campylobacter jejuni.

Fonte: SCIENCE PHOTO LIBRARY, 2012.
Ampliagdo: x5130.

Atualmente, 24 espécies compdem o género Campylobacter, sendo Campylobacter
jejuni e Campylobacter coli os patégenos humanos mais importantes (ON, 2013). Estudos
recentes validaram que outras espécies de Campylobacter — tais como C. concisus, C. curvus,

C. fetus, C. hyointestinalis, C. lari, C. sputorum e C.upsaliensis — também podem causar
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infecgBes intestinais em humanos, além de infecgdes em outros sitios (MAN, 2011; ON,
2013).

Campylobacter sp. é um micro-organismo fastidioso que requer condicbes
microaerobicas para 0 crescimento. Assim, os métodos utilizados para a coleta, transporte e
cultura podem afetar a sensibilidade do teste classico de deteccdo, ou seja, o0 cultivo
microbioldgico (HURD et al., 2012).

O género Campylobacter € ubiquo, coloniza uma ampla variedade de animais de
sangue quente, principalmente os galinaceos, mas também aves silvestres, bovinos, suinos e
animais de estimagéo, incluindo cées e gatos (KWAN et al., 2008; LEE; NEWELL, 2006;
PROCTER et al., 2013; SIEMBIEDA et al., 2011), e, portanto, as campilobacterioses sdo
frequentemente caracterizadas como zoonoses, ou seja, doencas transmitidas aos seres
humanos pelos animais ou por produtos de origem animal.

Na maioria das vezes, a carne animal, principalmente frango para consumo humano,
se contamina com Campylobacter sp. durante o abate, pelo contato com carcagas (DIAS et
al., 1990; HABIB et al.,, 2012; KUANA et al.,, 2008). A infeccdo animal raramente é
sintomatica, mas fornece fontes de contaminacédo, sendo que a principal via de transmissao é
de origem alimentar, através de carne mal cozida e produtos da carne, bem como o consumo
de leite cru ou contaminado (HEUVELINK et al., 2009; HOPKINS; OLMSTED; ISTRE,
1984; LONGENBERGER et al., 2013).

A agua contaminada também ¢é uma fonte de infeccdo, relacionada ao aparecimento de
surtos (GUBBELS et al., 2012; SMITH et al., 2006). Casos de infeccdo intestinal apds o
contato com &gua contaminada durante as atividades recreativas ja foram descritos
(ROZYNEK et al., 2010), assim como ap0s ingestdo acidental de lama em competicdo
esportiva ao ar livre (GRIFFTHS et al., 2010; STUART et al., 2010). A propagacéo pessoa-a-
pessoa ja foi relatada, embora em frequéncia baixa (MUSHER; MUSHER, 2004), e a
contaminacgdo via insetos parece também apresentar um papel nas épocas quentes do ano, que
contam com a maior incidéncia de casos (NICHOLS, 2005). A Figura 2 ilustra as rotas mais

importantes para aquisicdo de campilobacteriose humana.
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Figura 2: Principais rotas de infeccdo humana por espécies do género
Campylobacter.

GALINACEO

Fonte: DASTI et al., 2010.

Vias de transmissdo de Campylobacter sp.: A bactéria coloniza o trato
gastrointestinal de galinaceos, bovinos e outros animais. Pode ocorrer a
contaminacdo de &gua e alimentos, as fontes mais frequentes de contaminagao
humana.

Em um ciclo de infeccdo humana completo, 0 micro-organismo tem acesso ao trato
digestivo via alimentos e, finalmente, é eliminado nas fezes, o que permite a sua transmissao
para um novo hospedeiro. O hospedeiro humano ndo é necessério para a sobrevivéncia de
Campylobacter spp. como espécie. Dados apontam que, mais provavelmente, a espécie
evoluiu para uma vida comensal, em aves principalmente, e as doencas humanas podem ser
consideradas como efeitos colaterais decorrentes de uma interacdo despropositada entre o
hospedeiro humano e a bactéria (THIBODEAU et al., 2013; WASSENAAR, 2011).

As infecgdes causadas por Campylobacter spp. tém sido relatadas como uma das mais
frequentes causas de enterites em varios paises do mundo (AILES et al., 2012). Desde a
década de 70, quando a enterite por Campylobacter foi descrita (SKIRROW, 1977), as
especies termotolerantes de Campylobacter, principalmente Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli, adquiriram grande importancia em saude publica, especialmente como

agentes de diarreia infecciosa em humanos (PENNER, 1988).
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A infeccdo experimental humana com C. jejuni, realizada por Black et al. (1988),
demonstrou que 800 organismos séo suficientes para causar enterite e que ocorre variagdo na
gravidade dos achados clinicos a depender da cepa utilizada.

Na América Latina, a primeira descricdo de enterite associada ao Campylobacter sp.
ocorreu no Brasil, por Ricciardi et al. (1979) que isolaram nove cepas de 186 criancas que
apresentavam quadros de diarreia aguda e cronica no Rio de Janeiro.

1.2 Patofisiologia das infecgdes causadas por Campylobacter sp.

O trato gastrointestinal (TGI) é a maior interface entre meio interno de um ser vivo e
seu ambiente exterior. Como tal, constitui uma barreira fisica entre os dois ambientes. No
entanto, a funcdo do TGI é mais complexa e ndo passiva. O TGI ndo s6 regula a entrada
seletiva de nutrientes, sua absorcao, e as funcbes secretoras, mas também a transmissao de
informagao para os sistemas imune, vascular e nervoso das mucosas mantendo-se vigilante
contra os agentes patogénicos. E também o grande responsavel por moldar a resposta imune,
pois contém o maior nimero de células do sistema imunolégico (tecido linféide associado a
mucosa, MALT) e a concentracdo mais elevada de agentes potencialmente patogénicos,
antigenos alimentares inofensivos e grandes populacdes de bactérias comensais. Através de
receptores especializados, o TGI ndo s0 é capaz de perceber mudancas em seu ambiente, mas
também de responder ativamente a essas mudancas, além de orquestrar os eventos da
imunidade inata e adquirida (RUEMMELE, 2009).

A Dbarreira intestinal € composta por uma Unica camada de células epiteliais
polarizadas. Bactérias patogénicas podem interagir com a barreira mucosa por secre¢do de
toxinas, transferéncia de proteinas efetoras em células hospedeiras, invasdo das células
epiteliais, translocacdo através da monocamada epitelial, ou pelo rompimento de juncdes
intercelulares. ViolagGes na integridade da barreira epitelial resultam em penetracdo luminal
de micro-organismos ou antigenos, o que estimula respostas pré-inflamatorias relacionadas
com o desencadeamento dos sinais e sintomas das doencas intestinais (BELTINGER et al.,
2008; RESS et al., 2008; SKIOLAAS et al., 2006).

Além do impedimento fisico gerado pelas células da barreira epitelial intestinal, essas
mesmas células participam ativamente como sensores imunologicos que reconhecem certos

padrdes de moléculas de patdgenos microbianos e de organismos comensais. As células
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hospedeiras sdo capazes de responder a certos padrdes moleculares evolutivamente
conservados conhecidos como “Padrdes Moleculares Associados aos Patogenos”, ou PAMPs
(do inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns) através de seus “Receptores para
Reconhecimento de Padrdes”, ou PRRs (do inglés, Pattern Recognition Receptors), que
reconhecem diferentes — e algumas vezes sobrepostos — componenentes microbianos, e entao,
sdo capazes de ativar vias de sinalizacdo especificas que conduzem a resposta inflamatoria
especifica para cada micro-organismo (SARTOR, 2008).

Dentre os PAMPs podemos destacar certos componentes estruturais altamente
conservados dos micro-organismos como alguns lipideos, lipoproteinas, glicanos e acidos
nucleicos. Dentre os PRRs, expressos em diferentes compartimentos celulares, tais como a
superficie da célula, endossoma, lisossomas ou citoplasma, figuram familias de receptores,
como os receptores do tipo Toll (Toll-like receptor, familia TLR); receptores de ligacao de
dominios oligomerizados de nucleotideos, os receptores do tipo NOD (familia NLRs); e
receptores do tipo &cido retindico induziveis, ou RIG-I-like (familia RLRs) (MEDZHITQOV,
2009).

A familia de TLRs detecta PAMPs tanto na superficie celular como no limen de
vesiculas intracelulares como endossomas ou lisossomos. J& as familias NLRs e RLRs, no
geral, sdo constituidas de uma extensa lista de receptores para PAMPs encontradas apenas no
citosol intracelular. O reconhecimento das PAMPs por PRRs desencadeia respostas inatas,
incluindo a producédo de citocinas inflamatdrias, interferon tipo I e a expressao de moléculas
coestimuladoras como quimiocinas e inflamossomos (KAWAI; AKIRA, 2009). Os
patdgenos, no entanto, e quase que por definicdo, sdo aqueles micro-organismos que
conseguem burlar os mecanismos de defesa do hospedeiro. Ja foi considerado, portanto, que a
resposta aos agentes patogénicos ndo se limita ao reconhecimento das estruturas conservadas
como as PAMPs.

Além das PAMPs, é possivel que possam ser reconhecidas perturbacBes no
citoesqueleto ou em vias endociticas causadas pelos micro-organismos e seus fatores de
viruléncia que contribuem para a progressdo da doenca, uma vez que, tais processos ou
eventos poderiam distinguir micro-organismos mais virulentos de outros com reduzido
potencial de causar doenca. Assim, o hospedeiro poderia se dispor de um leque variavel de
respostas possiveis, compativeis com o grau de ataque montado pelos diferentes patdgenos
(MEDZHITOV, 2011; MEDZHITOV,; SCHENEIDER; SOARES, 2012; VANCE; ISBERG;
PORTNOY, 2009).
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O mecanismo preciso pelo qual C. jejuni, um dos mais comuns micro-organismos
associados com diarreia infecciosa, interfere no funcionamento da mucosa intestinal
permanece indefinido. A escassez de modelos animais e a caracterizacdo antiética em se
realizar estudos em voluntarios humanos — devido ao mimetismo molecular entre os
lipooligossacarideos (LOS) de C. jejuni e os gangliosideos do hospedeiro humano, que
acarreta na possibilidade de geracdo de anticorpos autoimunes — sdo fatores limitantes para a
comprensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no estabelecimento da doenca (DASTI
etal., 2010; EDWARDS et al., 2010; ISLAM et al., 2012).

E aceito, no entanto, que o mecanismo de patogénese de Campylobacter sp. é
composto por pelo menos quatro etapas principais: adesdo as células intestinais, colonizaco
do TGI, invasdo das células alvo e producdo de toxina citoletal distensora (CDT) (HADDAD
et al., 2010). Sabe-se ainda que a infec¢do por C. jejuni causa inflamacdo local aguda,
principalmente no intestino delgado. A adesdo, a invasao e a producgéo de CDT por C. jejuni
constituem passos da infeccdo por tal micro-organismo que interferem direta ou indiretamente
na organizacdo de microtubulos da célula hospedeira e no aumento da permeabilidade
intestinal, que é comprovadamente tempo-dependente e tipo celular-dependente (WINE;
CHAN; SHERMAN, 2008).

A adesdo bacteriana e a invasdo do epitélio intestinal por C. jejuni sdo eventos bem
estabelecidos e anteriores ao processo inflamatorio e ao desenvolvimento de diarreia. A
capacidade de invasédo das cepas de C. jejuni é frequentemente utilizada como uma medida de
sua viruléncia bacteriana, e essa etapa de invasdo depende das caracteristicas do
polissacarideo capsular e da adaptacdo das cepas, tanto aos diferentes habitats como na
capacidade de escape da resposta imunoldgica (ZILBAUER et al., 2008).

Os polissacarideos capsulares sao comumente encontrados em superficies bacterianas
e, em geral, desempenham papel na sobrevivéncia das bactérias e persisténcia no ambiente,
muitas vezes contribuindo para sua disseminacdo, poder de contaminacdo e capacidade de
escape a resposta imune do hospedeiro (CAMPOS et al., 2004; YOTHER, 2011). Espécies de
Campylobacter sp., assim como outros patdgenos Gram negativos de mucosas, mas
diferentemente dos enteropatdgenos, expressam uma capsula polissacaridica (CPS) e
lipooligossacarideos (LOS) de membrana, sendo que ambas as estruturas estdo sujeitas a
mecanismos de variabilidade que parecem estar relacionados com as diferencas na
adaptabilidade e na viruléncia de cepas distintas (GUERRY et al., 2012, HABIB et al., 2009;
KEO et al., 2011; MAUE et al., 2013; STEPHENSON et al., 2013).
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A CPS é a principal estrutura determinante do esquema de sorotipagem Penner para C.
jejuni, sendo que existem 47 sorotipos, nimero que reflete a diversidade de estruturas de CPS
de C. jejuni (MAUE et al., 2013; PIKE; GUERRY; POLY, 2013).

Como exemplos dos efeitos resultantes da variacdo em CPS, temos que a cepa mutante
81-176 kpsM de C. jejuni — na qual uma mutacdo determinou a perda de expressdo de uma
cadeia de glicanos de alto peso molecular, resultando na perda da estrutura capsular —
apresentou reducdo (cerca de 10 vezes) da invasdo das células epiteliais intestinais, in vitro
(BACON et al., 2001). Resultados similares foram obtidos utilizando mutantes néo
encapsulados de outras cepas (BACHTIAR; COLOE; FRY, 2007; CORCIONIVOSCHI et
al., 2009).

Além da variacdo na composi¢do dos acucares, a CPS pode ser modificada de outras
formas, como por exemplo, a adi¢do de grupamentos como etanolamina, glicerol e O-metil
fosforamidato (MeOPN). Tais modificagdes estdo relacionadas a modulacdo da resposta
imune em modelos in vivo da infeccdo (CHAMPION et al., 2010; ROSE et al., 2012).

Champion et al. (2010), utilizando um modelo de infeccdo larval (Galleria
mellonella), demonstraram que as larvas sdo rapidamente mortas por C. jejuni a 37°C. No
entanto, ao utilizarem uma cepa mutante sem o grupo lateral capsular de MeOPN, a infecgéo
foi atenuada, demonstrando claramente que MeOPN tem um papel na viruléncia
(CHAMPION et al., 2010).

Ja Rose et al. (2012), demonstraram que cepas acapsuladas de C. jejuni induziram uma
producdo de citocinas por células dendriticas muito superior a producdo desencadeada pela
cepa capsulada, evidenciando que a cépsula possui papel na atenuacdo da resposta do
hospedeiro. Ainda, o grupo demonstrou que mesmo pequenas mudancas na composi¢cdo da
capsula, relacionadas ao grupamento MeOPN, podem levar ao aumento da producdo de
citocinas (ROSE et al., 2012).

Quanto a capacidade de adaptacdo de Campylobacter sp. aos diversos microambientes,
a glicosilacdo pds-traducional de proteinas vem sendo descrita nesse género. A glicosilacéo é
a modificagdo da cadeia polipeptidica mais abundante na natureza. Glicanos podem ser
covalentemente ligados, e, portanto adicionados ao nitrogénio da amida de residuos
asparagina (N-glicosilacéo), ou ao oxigénio da hidroxila de residuos de serina ou treonina (O-
glicosilacdo). Atualmente, C. jejuni representa um patdgeno com uma via de N-glicosilagdo
bem caracterizada, e foi a primeira bactéria para a qual a maquinaria bioquimica de
glicosilagdo foi completamente reconstituida em E. coli (WACKER et al., 2002). Mais de 65

proteinas de C. jejuni, com diferentes fung¢des, sdo, comprovadamente, N-glicosiladas.
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O potencial dessa variabilidade estrutural (Figura 3) pode estar relacionado a
capacidade de gerar diversidade antigénica, o que sugere um papel na evasdo imune,
possivelmente importante na parte aviaria do ciclo de vida de C. jejuni (SZYMANSKI et al.,
2003). Além disso, certo numero de cepas de C. jejuni e C. coli modificam suas proteinas
flagelares por O-glicosilagdo. As modificagdes de hidratos de carbono resultantes de O-
glicosilacdo pds-traducional em C. jejuni/coli geram uma alteracdo de cerca de 6 kDa a partir
da massa molecular calculadada das proteinas, o que representa cerca de 10% da massa total
das mesmas. Tais modificacdes sdo importantes para a montagem do flagelo, a modulagéo da
secrecdo de proteinas relacionadas a viruléncia, a colonizagdo bacteriana do trato
gastrointestinal, o comportamento de autoaglutinagdo, a formacdo de biofilmes e a
antigenicidade (NOTHAFT; SZYMANSKI, 2010).
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Figura 3: Estruturas de superficie de Campylobacter jejuni.
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Fonte: YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007.

A superficie celular de C. jejuni contém varias estruturas, incluindo
polissacarideos que possuem papel na interacdo bactéria-hospedeiro. A capsula
possui importancia na viruléncia, aderéncia as células epiteliais e invasdo. Os
lipooligossacarideos (LOS) sdo muito variaveis e apresentam papel na resisténcia
soroldgica, aderéncia e invasdo, além de serem capazes de apresentar um
mimetismo molecular com gangliosideos neuronais do hospedeiro humano. O
flagelo é requerido para a colonizagdo, viruléncia e invaséo e age também como
aparato secretor de antigenos de invasdo. A flagelina é modificada por O-
glicosilacdo e tal alteracdo € requerida para a montagem flagelar e,
consequentemente, importante para a motilidade, viruléncia, aderéncia e invasao
celular. O sistema de N-glicosilacdo é responsavel pela alteracdo de algumas
proteinas periplasmaticas e da membrana externa.

Apo0s a fase inicial de adesdo ao epitélio intestinal, C. jejuni é capaz de invadir as
células epiteliais intestinais humanas. Dois padrdes distintos de interacdo foram
demonstrados, e parecem variar dependendo da cepa utilizada, visto que ha cepas que nao
invadem as células epiteliais nem afetam as propriedades da barreira intestinal e, de forma
inversa, ha cepas cujas interagdes in vitro determinam invasdo e destruicdo celular,
evidenciadas pelos achados: queda da resisténcia transepitelial, inibicdo das funcGes
absortivas, rearranjos das proteinas juncionais (tight junctions) e liberacdo de lactato
desidrogenase; alteracdes acompanhadas da liberacdo da quimiocina interleucina (IL-) 8. Tais
alteraces estdo envolvidas no mecanismo pelo qual C. jejuni causa diarreia (BELTINGER et
al., 2008; CHEN et al., 2006; MACCALLUM; HARDY; EVEREST, 2005).

A resposta do hospedeiro a tal invasdo inclui o aumento da expressdo, pelas células do

epitélio intestinal, de citocinas pro-inflamatérias que sdo dependentes do fator nuclear kB
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(NF-kB) (DORREL; WREN, 2007). Como ja mencionado, as células epiteliais intestinais
constituem a primeira linha de defesa contra os patdgenos bacterianos por expressarem Varios
TLRs. No entanto, ao contrario da maioria dos patdgenos bacterianos entéricos, 0s
componentes da superficie celular de C. jejuni, como flagelina e LOS sdo estimuladores
fracos de TLR-5 e TLR-4 (WATSON; GALAN, 2005). A ativacio de TLR-2 por
polissacarideos de membrana de C. jejuni, ao menos em modelos in vitro, parece ser
necessaria para a montagem da resposta imune, marcada pela liberacdo de IL-6 (FRIIS;
KEELAN; TAYLOR, 2009).

Zilbauer et al. (2007) hipotetizaram o envolvimento da familia de PRRs intracelulares
no desencadeamento da resposta imune inata contra C. jejuni e demonstraram que, quando as
células do epitélio intestinal foram expostas a C. jejuni previamente fixado por
paraformaldeido, as respostas do hospedeiro foram minimas e o numero de bactérias no
espaco intracelular foi marcadamente reduzido. Ainda no mesmo trabalho, pela utilizacdo de
RNA de interferéncia, foi identificado que as proteinas NOD1 agem como o principal PRR
para C. jejuni, sendo que a supressdo de NOD1 resultou em aumento de C. jejuni
intracelulares 20 horas apos a infec¢do. Tais achados sugerem que NOD1 tenha um papel
central no combate a infeccdo da mucosa intestinal por C. jejuni (ZILBAUER et al., 2007).

Em 2010, Li et al. descreveram um aumento de expressdo génica do receptor NALP1
(um receptor NOD) na linhagem de aves resistente a infeccdo por C. jejuni, quando
comparados com a expressdao do mesmo receptor em uma linhagem aviaria susceptivel,
sugerindo um papel de tal sistema de reconhecimento nos padrbes de
resisténcia/susceptibilidade a infeccéo aviaria por C. jejuni (LI et al., 2010).

Os eventos posteriores a invasdo celular por C. jejuni correspondem a resposta imune
inata e adaptativa contra tal micro-organismo, além das estratégias de escape desenvolvidas
pelo mesmo. A secrecdo de fatores quimioatrentes para células dendriticas pelas células
epiteliais (apds a adesdo/invasdo por diferentes isolados clinicos de C. jejuni) ja vinha sendo
explorada como determinante do direcionamento das células relacionadas ao inicio da
resposta imune adaptativa na campilobacteriose (JOHANESEN; DWINELL, 2006). As
células dendriticas (do inglés, dendritic cells, DC) sdo células apresentadoras de antigeno
especializadas que orquestram a resposta imune inata e adaptativa. A mucosa intestinal
contém DC em grande numero, que induzem tanto uma imunidade protetiva contra agentes
infecciosos como tolerdncia aos antigenos indcuos, antigenos alimentares e bactérias
comensais (RUEMMELE, 2009). Assim, as DC agem como sentinelas criticos que

retransmitem a presenca microbiana para as células T, instruindo o sistema imune adaptativo
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na montagem de uma resposta apropriada capaz de, em um hospedeiro saudavel, promover,
além da remocdo do agente infeccioso, um registro de memoéria (RESCIGNO; DI
SABATINO, 2009).

Um estudo realizado no Reino Unido, também buscando elucidar a resposta imune do
hospedeiro apds a invasdo celular por C. jejuni, utilizou um sistema de organocultura in vitro
(IVOC, do inglés in-vitro organ culture) — ou seja, explantes de intestino humano saudaveis
posteriormente infectados por C. jejuni, que funcionaram como um modelo de infeccéo
experimental ex-vivo (EDWARDS et al., 2010). Foi encontrado que, nos explantes infectados
por C. jejuni ocorreu uma expansdo significativa de células Th-17, células Th-1 e células Th-
17/Th-1 duplo-positivas. Os autores concluiram ainda que IFN-gamma, 1L-22 e IL-17A atuam
como mediadores criticos da imunidade do hospedeiro, tanto na fase aguda como na fase
efetora da infeccdo por C. jejuni. IFN-gamma e I1L-22 exercem potente efeito bactericida, pelo
estimulo a producdo de beta-defensinas, e possuem também funcdo no reparo tecidual
(BEAUREPAIRE; SMYTH; MCKAY, 2009; WOLK et al., 2010; ZILBAUER et al., 2005).
A IL-17A agiria, portanto, modulando a invasdo de C. jejuni, restringindo sua sobrevivéncia
dentro da célula epitelial intestinal (EDWARDS et al., 2010).

Embora tais citocinas possam ser decisivas para a eliminacdo do enteropatégeno, C.
jejuni sobrevive dentro das células epiteliais intestinais desviando-se da via endocitica
comum, residindo em um compartimento intracelular que, nas células epiteliais intestinais,
ndo se funde com os lisossomas, o que demonstra uma adaptacdo de C. jejuni para
sobrevivéncia no hospedeiro humano (WATSON; GALAN, 2008).

Em resumo, C. jejuni pode causar um espectro de manifestacfes clinicas, sendo que,
na maioria dos individuos saudaveis, a infeccdo é de curta duracdo e autolimitada, o que
sugere um papel importante da resposta imunoldgica do hospedeiro, tanto no reconhecimento
como na eliminacdo do micro-organismo. O conhecimento da resposta imune do hospedeiro
as campilobacterioses e das estratégias de evasdo de C. jejuni sdo pontos ainda ndo
completamente elucidados. Em geral, a infeccdo em modelos in vivo sugere que as estratégias
de escape de C. jejuni sdo, em certo grau, ultrapassadas pela geracdo de uma resposta imune
efetiva nos hospedeiros imunocompetentes. O uso de animais com microbiota intestinal
alterada e/ou portadores de condicOes pré-existentes ou ainda deficiéncias imunologicas pode
lancar luz sobre a base molecular da patologia induzida por C. jejuni (VAN PUTTEN et al.,
2009).
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1.3 Fatores de viruléncia de Campylobacter sp.

C. jejuni expressa varios determinantes potenciais de viruléncia dos quais 0os mais bem
caracterizados incluem a motilidade mediada por flagelo, adesinas e proteinas que lhe
conferem capacidade invasiva (DASTI et al., 2010; ZIPRIN et al., 2001). Uma grande soma
de tempo, trabalho e investimento foram requeridos para 0 sequenciamento do genoma
completo da cepa NCTC11168 de C. jejuni, 0 que permitiu a caracterizacdo de seu DNA
circular, com aproximadamente 1,6 milhdes de pares de bases, e da presenca de sequéncias
hipervaridveis que codificam proteinas responsaveis pela biosintese ou modificacdo de
estruturas de superficie (PARKHILL et al., 2000). Em seguida, foram sequenciadas duas
cepas (81-176 e CGB8486) isoladas de pacientes com diarreia inflamatdria grave, e tais
estudos, em conjunto com o trabalho de Fouts et al., forneceram pistas sobre caracteristicas
importantes do género Campylobacter, como seu metabolismo peculiar e seu leque de
proteinas determinantes na montagem ou modificacdo das estruturas de superficie altamente
variaveis como LOS e CPS (FOUTS et al., 2005; HOFREUTER et al., 2006; POLY et al.,
2007).

A informacdo gendmica, juntamente com alguns estudos comparativos (DORREL et
al., 2001; LEONARD et al., 2004; POLY; THREADGILL; STINTZI, 2004; 2005) revelou
ainda um notavel grau de diversidade entre os isolados de C. jejuni, levando-se a hipdtese de
que tal diversidade seja, em grande parte, responsavel pelas distintas propriedades patogénicas
dos diferentes isolados de C. jejuni (HOFREUTER et al., 2006). Os isolados clinicos, por sua
vez, variam entre si na extensdo em que apresentam e/ou expressam certos fatores de
viruléncia (BELTINGER et al., 2008).

Ainda, ao contrario de outras bactérias causadoras de diarreia, C. jejuni ndo apresenta
um grande numero de fatores de viruléncia ditos ‘classicos’ como certas exotoxinas e sistemas
de secrecdo tipo Il para injecdo de proteinas efetoras em células hospedeiras (THOMPSON;
GAYNOR, 2008). Assim, sdo considerados fatores de viruléncia representativos na
patogénese das campilobacterioses 0s genes que codificam proteinas envolvidas em etapas
como: adaptacdo ao estresse, motilidade, adeséo, invasdo e producdo da toxina distensora
citoletal (CDT — cytolethal distending toxin). No Quadro 1, estdo listados os principais

fatores de viruléncia de C. jejuni.



Quadro 1: Fatores de viruléncia bacterianos envolvidos na patogénese das

campilobacterioses.

Suposta acao

Proteina bacteriana

Importancia

Dnal Resposta ao chogue térmico
Resposta a0 RacR Regulador de sinalizagdo temperatura-
estresse dependente
. : Utilizacdo de glutamina e glutationa
v-glutamiltranspeptidase como fonte de carbono
Mutantes ndo mdveis apresentaram
Flagelina menor aderéncia e menor capacidade
de invaséo
Motilidade, Fosfolipase de membrana externa
adesdo e invasao pldA envolvida com a invasdo de células do
hospedeiro
CiaB Antigeno de invasdo, liberado por
aparato de exportacéo flagelar
Subunidades A e C transportam a
Toxina CdtA B. C subunidade B ao ndcleo da célula

hospedeira. CdtB causa parada do
ciclo celular, apoptose e secre¢do de
IL-8

Fonte: Propria autora. Adaptado de: DASTI et al., 2010; ZIPRIN et al., 2001.
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C. jejuni encontra uma variedade de héabitats ambientais que variam desde o intestino

de animais e seres humanos, até agua livre e superficie de alimentos. A sobrevivéncia nas

diferentes condicbes que serdo encontradas nesses habitats requer uma intrincada rede de

mecanismos de adaptacdo que permitem gue esse micro-organismo seja capaz de alternar o

uso de diferentes fontes de nutrientes e de suportar alteragdes de temperatura ou

disponibilidade de oxigénio — variagGes encontradas no intestino dos diferentes hospedeiros

(VAN PUTTEN et al., 2009). Os genes gque codificam proteinas responsaveis pela resposta ao

estresse (gerado pela ubiquidade do género) sdo, portanto, considerados alguns dos genes
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relacionados a viruléncia de C. jejuni. Os genes racR e dnaJ seriam, portanto, importantes
para a adaptacdo de C. jejuni, uma vez que sdo presumivelmente expressos em resposta as
variacdes nas condicdes encontradas na microbiota intestinal dos hospedeiros, como as
diferencas entre as temperaturas corporais de reservatorios e humanos (KONKEL et al., 1998;
BRAS et al., 1999).

Aderéncia ao epitélio intestinal, invasdo e coloniza¢do sdo passos fundamentais para a
patogénese da campilobacteriose intestinal por C. jejuni. Elementos estruturais como 0s
flagelos de C. jejuni tém um papel importante tanto no contato com o epitélio, como na
invasdo e internalizagdo, parametros marcadamente reduzidos em experimentos in vitro que
se utilizaram de bactérias C. jejuni que ndo possuiam o gene que codifica a flagelina, ou seja,
mutantes flaA” (WASSENAAR, 1997).

Foi observado que a cepa NCTC11168V26 de C. jejuni, um colonizador pobre em
comparagao com os outros isolados de C. jejuni em aves, ndo secretam a proteina Cia, 0 que
sugere que Cia apresenta um papel importante na colonizagdo de aves de corte (BISWAS et
al., 2007). O gene ciaB, por sua vez, codifica uma proteina de invasdo denominada
Campylobacter invasion antigen B que confere capacidade invasiva, visto que C. jejuni
mutantes sem o gene ciaB (ciaB ‘null’) mostraram reduzida internalizagcdo (KONKEL et al.,
1999, 2004; DASTI et al., 2010). Ainda, Siegesmund et al. (2004) demonstraram que a
infecgdo por C. jejuni selvagem induziu a apoptose de 63% das células da linhagem celular
monocitica THP-1, enquanto a infeccdo com uma cepa mutante, que ndo secretava CiaB,
ocasionou apoptose em apenas 34% dos mondcitos de mesma linhagem celular, sugerindo
assim, um papel de CiaB na indugdo de apoptose das células de defesa do hospedeiro
(SIEGESMUND et al., 2004).

O gene pldA codifica uma proteina envolvida na sintese de uma fosfolipase de
membrana externa que também tem sido relacionada com a invasao celular (ZIPRIN et al.,
2001). Fosfolipases sdo tambeém associadas com a lise de eritrocitos em alguns agentes
patogénicos bacterianos. Mutantes pldA” demonstraram apresentar atividade hemolitica
reduzida em comparagéo com cepas selvagens (GRANT et al., 1997).

O gene plasmideal pVir foi correlacionada com a capacidade do C. jejuni de aderéncia
e invasdo in vitro e parece aumentar a viruléncia in vivo (BACON et al., 2000). Tracz et al.
(2005) demonstraram que a detec¢do de pVir ocorreu em infecgbes muito invasivas, com
caracteristicas de disenteria.

Ainda de grande importancia, temos a toxina citoletal distensora (do inglés cytolethal

distending toxin, CDT), uma toxina bacteriana muito eficiente que provoca distenséo celular e
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morte devido ao bloqueio da divisdo celular. Esta toxina é produzida por uma variedade de
bactérias Gram-negativas, incluindo Campylobacter spp., Shigella spp., Escherichia coli e
Haemophilus ducreyi (YOUNG; SCHAUER, 2000). As subunidades CDTA e CDTC séo
responsaveis pela ligacdo aos receptores de membrana em células sensiveis, funcionando,
portanto, como portadores da subunidade CDTB, o componente toxico nuclear que causa o
rompimento de DNA dupla fita devido a sua atividade de DNase | (EC 3.1.21.1) (LARA-
TEJERO; GALAN, 2000, 2001; YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007), como esquematizado na
Figura 4.

Figura 4: Representacdo da entrada de CDTB na célula humana.
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Fonte: JINADASA et al., 2011.

As subunidades CDTA e CDTC da toxina citoletal distensora (CDT) ligam-se aos
receptores nas areas membranares ricas em colesterol, seguindo-se uma rapida
endocitose da porcdo proteica ativa CDTB — com transporte retrogrado via
Complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico — e alcance do ndcleo, para onde a
CDTB ¢ transportada ativamente, causando quebras no DNA de dupla fita.

O efeito final e visualizavel da toxina é a alteracdo da estrutura do citoesqueleto em
varios tipos celulares, distensdo celular progressiva, blogueio do ciclo celular na fase G2, e
finalmente, a morte celular (GE; SCHAUER; FOX, 2008), como demonstrado no trabalho de
Jinadasa et al. (2011), do qual foi extraida a Figura 5. A CDT, pela sua capacidade de causar
apoptose, ja foi testada como agente citotoxico para terapia antineoplasica (IWANAGA et al.,
2007).
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Figura 5: Efeito in vitro da incubacdo com CDT recombinante reconstituida (CjejCDT).
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Fonte: JINADASA et al, 2011.

(a, b): Microscopia de luz, aumento de 60X, coloracdo hematoxilina-eosina. (a) Células HelLa
incubadas com meio de cultura (DMEM) por 72 h (controle). (b) Células HelLa incubadas
com DMEM contendo 25 pug/mL de CjejCDT por 72 h (tratadas). Ocorreu aumento nuclear e
citoplasmatico das células tratadas quando comparadas com o controle. (c, d):
Fotomicrografias de escaneamento por laser confocal, aumento de 40X, corantes Hoescht e
iodeto de propidio. (c) Células MOLT-4 incubadas com meio de cultura (RPMI) por 24 h
(controle). (d) Células MOLT-4 incubadas RPMI contendo 100ng/mL de CjejCDT por 24 h
(tratadas). Mais de 85% das células tratadas apresentaram alteracBes apoptéticas —
condensacdo e fragmentacdo da cromatina nuclear (azul) e captacdo citoplasmatica de iodeto
de propidio (rosa). Menos de 5% das células controle apresentaram morte celular (vermelho).

Alguns estudos foram capazes de correlacionar marcadores genéticos de C. jejuni com
parametros clinicos apresentados pelos pacientes. Assim, foram determinadas a participacao
de: (i) LOS de membrana sializados na parede celular (HABIB et al., 2009; LOUWEN et al.,
2008; MORTENSEN et al., 2009); (ii) flagelina O-glicosilada (CHAMPION et al., 2005); e
(iii) marcadores metabdlicos, como a enzima gama-glutamil-transpeptidase, enteroquelina de
absorcdo (ceuE) e fosfolipase A (FEODOROFF et al., 2010; HOFREUTER; NOVIK;
GALAN, 2008) na ocorréncia de diarreia sanguinolenta e/ou diarreia de maior
duracdo/gravidade dos sintomas, ou ainda na ocorréncia de eventos autoimunes

desencadeados pela infecc¢éo.

1.4 Epidemiologia das campilobacterioses

Estudos populacionais na Europa (HELMS; SIMONSEN; MOLBAK, 2006;
LASSEN; KAPPERUD, 1984; SOROKIN et al., 2007), Estados Unidos da América (EUA)
(KOEHLER et al., 2006), Australia, Canada e Nova Zelandia (NELSON; HARRIS, 2011)



35

demonstraram que a epidemiologia das campilobacterioses apresenta uma distribuigédo
bimodal, com a doenca alcangando um pico entre criancas de até 5 anos de idade e outro em
jovens de 15 a 29 anos. Estima-se que C. jejuni/coli sejam os agentes etiologicos responsaveis
por 500.000 casos de doenca infecciosa intestinal/ano no Reino Unido (TAM et al., 2012).

Em 2010, a campilobacteriose foi a zoonose mais comumente relatada na Unido
Europeia, correspondendo a um total de 212.064 casos humanos relatados — o que constituiu
um aumento de 7% em comparagdo com os valores reportados em 2009. Tal aumento ja vem
sendo notificado pelo quinto ano consecutivo (EUROSURVEILLANCE EDITORIAL
TEAM, 2012), dado também relatado especificamente para a diarreia do viajante em
pacientes europeus: a proporcdo de pacientes com diarreia aguda devido a contaminacao por
Campylobacter spp. aumentou de 7% em 2008 para 12% em 2010 (GAUTRET et al., 2012).
Nos EUA também foi reportado um aumento de 14% na incidéncia das campilobacterioses
entre 2006-2008 e 2012 (CDC, 2013b).

Nos paises desenvolvidos, muitos fatores de risco para a transmissdo de
Campylobacter spp. foram identificados, sendo o preparo e ingestdo de carne de frango o
mais importante, provavelmente o responsavel pelo aumento no nimero de casos reportados
ano ap6s ano. Estudos de tipagem genética vém demonstrando que cepas isoladas de frango
frequentemente estdo ligadas aos casos clinicos humanos de enterite por Campylobacter sp.
(HERMANS et al., 2012).

Representam também fatores de risco para transmissao: ingestdo de outros produtos de
origem animal, incluindo leite cru, ingestdo de dgua contaminada ou agua inadequadamente
tratada, contato com animais de fazenda ou animais de estimagdo e viagem ao exterior,
principalmente em pacientes retornando do México, india, Peru, Repdblica Dominicana e
Jamaica (KENDALL et al., 2012). Fatores de protecdo incluem o consumo de frango
preparado em casa e consumo de frango comprado congelado (GAUTRET et al., 2012; OMS,
2001).

Nos paises em desenvolvimento, onde um trabalho de vigilancia epidemiologica
geralmente ndo abrange as campilobacterioses, os dados pertinentes geralmente sdo obtidos
por estudos pontuais, que, em geral, apontam para o fato de que infecgdes intestinais repetidas
na populacdo infantil s&o comuns (GUERRY et al., 2012). Estima-se que 40-60% das
criangas com ate cinco anos de idade desenvolvam pelo menos uma infeccdo sintomatica que
normalmente ocorre durante o primeiro ano de vida, ou seja, a incidéncia de enterite por
Campylobacter sp. é estimada em aproximadamente 40.000/100.000 criangas menores de

cinco anos de idade (COKER et al., 2002). As taxas de isolamento de Campylobacter variam
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de 2 a 35% em diferentes regides do globo (Tabela 1). Para fins de comparacéo, vale ressaltar
que a incidéncia na populacdo geral é de aproximadamente 90 casos/100.000 habitantes
(OMS, 2001).

Tabela 1: Taxas de isolamento de Campylobacter spp. a partir de amostras diarreicas de
criangcas menores de cinco anos em regides em desenvolvimento.

Regibes* Taxa de isolamento (%) Minimo (%)
(Média £ Desvio Maximo (%o)
Padrao) (Pais)
Lo 7,7 (Camardes)
Africa 14,3+ 3,5 18,0 (Tanzania)
2,3 (Colémbia
Américas 11,5+ 6,6 30,1((Argenting)
Mediterraneo 45 (Arabla Saudita)
13,0 (Tailandia
4,4 (Lao

Fonte: Propria autora. Adaptado de: OMS, 2001; FERNANDEZ, 2011.

*Paises compreendidos nas regides estudadas: Algéria, Camardes, Republica Central
Africana, Etiopia, Gambia, Nigéria, Tanzania e Africa do Sul (Africa); Argentina,
Bolivia, Brasil, Colémbia, Chile, Costa Rica, Equador, Guatemala, México, Paraguali,
Peru, Uruguai e Venezuela (América Central e América do Sul); Arabia Saudita, Egito
e Paquistdo (Mediterraneo Oriental); Bangladesh e Tailandia (Sudeste Asiatico); China,
Lao e Papua Nova Guiné (Pacifico Ocidental).

Em geral, as infeccbes entéricas sintomaticas por Campylobacter spp. afetam em
maior proporcdo as criancas e de forma inversamente proporcional a idade, sendo os menores
de dois anos de idade os mais acometidos (COKER et al., 2002; FERNANDEZ, 2011;
MSHANA et al., 2009; PODEWILS et al., 2004; RAO et al., 2001; SOOFI et al., 2011). A
transmisséo relatada geralmente ocorre pela ingestdo de agua contaminada ou diretamente
pela via animal-a-homem, devido a higiene precéria, situacdes de aglomeracdo e contato
direto e continuo com animais (SENOK; BOTTA, 2009). Estudo realizado no estado S&o
Paulo identificou seis subtipos de C. jejuni, classificados de acordo com sequenciamento de
DNA, compartilhados tanto na infeccdo humana como na infecgdo animal (SCARCELLI et
al., 2005).

Dados recentes sugerem que as infecgdes por Campylobacter spp. podem ser ainda

mais importantes do que se pensava anteriormente. O estudo multicéntrico intitulado GEMS
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(Global Enteric Multicenter Study), um estudo prospectivo, de diarreia aguda em criangas
com 0-59 meses de idade, encontrou em dois anos de acompanhamento dados sobre as
infeccbes por Campylobacter sp. na Asia, demonstrando que as campilobacterioses sdo
importantes infecgbes entéricas na india, Bangladesh e Paquistido, levando ao
desencadeamento de diarreia moderada a grave nos primeiros trés anos de vida (GUERRY et
al., 2012; KOTLOFF et al., 2013). Os autores ainda apontaram que C. jejuni foi mais
frequentemente diagnosticado do que Shigella, embora Shigella tenha sido associada com
disenteria (GUERRY et al., 2012). Um estudo em Karachi, no Paquistdo, relatou uma
incidéncia anual de infeccdo por C. jejuni de 29 por 1.000 pessoas/ano, com pico de
incidéncia por volta dos dois anos de idade (SOOFI et al., 2011).

Apesar das altas taxas de isolamento reportadas, uma estimativa definitiva sobre a
ocorréncia de Campylobacter spp. em paises em desenvolvimento ainda ndo se concretizou
porque a infraestrutura da maioria dos laboratorios é inadequada nesses paises, e, mesmo
quando sdo aceitaveis, geralmente ocorre uma dificuldade de acesso da populacdo aos
servigos de saude, o que culmina em um quadro de vigilancia muito limitado ou inexistente
(OMS, 2001).

Outro fator, somente descrito em paises em desenvolvimento, contribui com a
dificuldade em se estabelecer uma estimativa precisa sobre a ocorréncia de Campylobacter: o
contato frequente com fontes de infec¢do torna comum a ocorréncia de infecgdes subclinicas e
reinfeccbes assintomaticas nesses paises, acarrentando na existéncia de portadores
assintomaticos ou “saudaveis” que contribuem com a manuten¢do do grau de endemicidade
do patégeno (GLASS et al., 1983; MOLBACK; HOJLYNG; GAARSLEV, 1988; PLATTS-
MILLS; OPERARIO; HOUPT, 2012). Ou seja, nos paises em desenvolvimento a infecgdo é
hiperendémica, predominantemente restrita as criancas, sendo relatada ainda a presenca de
portadores saudaveis do patégeno (COKER et al., 2002). Tal achado fornece evidéncia de
uma possivel prote¢do contra a doenga clinica adquirida em individuos mais velhos ap6s
exposicoes repetidas (HAVELAAR et al., 2009; MARTIN et al., 1989; QUINLAN, 2013;
SJOGREN; RUIZ-PALACIOS; KAIJSER, 1989).

No México, um grupo de 179 criangas menores de cinco anos de idade residentes em
uma comunidade urbana de baixa renda foi acompanhado por um ano em um estudo coorte
para determinar a incidéncia das campilobacterioses intestinais. Aproximadamente 118
criangas (66%) apresentaram pelo menos uma infeccdo por Campylobacter sp., sendo que
somente um terco dessas infeccbes foi associada com diarreia. A incidéncia anual foi

estimada em 2,1 episddios de infeccdo por Campylobacter sp./crianca, sendo que tal
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incidéncia foi inversamente relacionada com a idade. Ainda, 0s pesquisadores sugerem que as
infeccbes que produziram manifestacOes clinicas foram capazes de proteger as criangas contra
infeccdes posteriores (CALVA et al., 1988).

Na América do Sul, foi reportado o isolamento de espécies de Campylobacter dentre
criangas sem diarreia, principalmente as desnutridas (FERNANDEZ et al., 2008). Em
trabalho local, a deteccdo molecular de C. jejuni na &rea urbana de Fortaleza, Ceara, Brasil,
ocorreu em 7,2% das amostras fecais de criancas sem diarreia e 9,6% das criancas com
diarreia (QUETZ et al., 2010).

1.5 Caracteristicas clinicas das infecces causadas por Campylobacter sp.

A manifestacdo mais comum da infeccdo por espécies do género Campylobacter sp. é
a doenca diarreica aguda, com diarreia autolimitada, anorexia, mal-estar, cdlicas abdominais,
e algumas vezes, sangue nas fezes, febre e vomitos. A doenca tem duracdo de dois a cinco
dias, podendo, em alguns individuos, apresentar sintomas até o décimo dia de infeccdo
(LEHOURS et al.,2012).

A infecgéo por C. jejuni produz um espectro de doencas que varia de diarreia aquosa
ndo inflamatoria a enterocolite aguda inflamatéria (OMS, 2001).

Embora a base molecular da patogénese da infeccdo por C. jejuni ndo esteja
completamente elucidada, tal micro-organismo pode invadir o epitélio intestinal via
microtubulos e se espalhar pelas células adjacentes de forma basolateral (CHEN et al., 2006).
Cepas patogénicas geralmente produzem a toxina CDT que resulta na parada do ciclo celular
e dano ao DNA da célula epitelial. A invasdo da mucosa pode ainda desencadear a liberacédo
da quimiocina pro-inflamatoria IL-8, sendo a mesma quimiotatica, provocando influxo de
leucdcitos polimorfonucleares. Tanto o dano celular induzido por CDT quanto a resposta
inflamatdria a invasdo celular podem deflagrar a diarreia inflamatoria (NAVANEETHAN;
GIANELLA, 2011).

Experimentos demonstraram que 0 modo de alastramento basolateral de C. jejuni
causa rapida queda na resisténcia transepitelial e comprometimento da barreira epitelial
intestinal associada a redistribuicdo da localizacdo subcelular de proteinas de jungéo firme, ou
seja, as tight junctions, como a ocludina-1 (CHEN et al., 2006). Estudo recente avaliou a
presenca do marcador de inflamacéo intestinal calprotectina em criancas de trés meses a 10

anos de idade que apresentaram diarreia infecciosa em Taiwan, sendo que as criangas com
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infeccdo por Campylobacter sp. apresentaram niveis elevados de calprotectina nas fezes
(CHEN et al., 2012).

Caracteristicas relacionadas a inflamacéo intestinal, como a presenca de leucdcitos nas
fezes e febre, sdo mais comuns nas infec¢bes por Campylobacter sp. em paises desenvolvidos
(BLASER, 1997). Nos paises em desenvolvimento, a infec¢do sintomatica causa, de forma
geral, a diarreia aquosa e acomete de forma muito mais predominante as criangas menores de
dois anos de idade (COKER et al., 2002; FERNANDEZ, 2011; RAO et al., 2001). Em
resumo, as infeccOes intestinais por Campylobacter sp. ocorrem mais comumente em paises
em desenvolvimento, embora a doenca clinica tenda a ser mais branda que em paises

desenvolvidos.

1.6  Critérios para diagndstico das campilobacterioses

A microbiologia convencional de amostra fecal continua sendo o padrdo-ouro no
diagnostico de Campylobacter spp. em laboratérios clinicos, embora muitos estudos venham
reportando repetidamente o baixo rendimento, além do alto custo e a necessidade de grande
habilidade técnica para a conclusdo da identificacdo microbiol6gica de Campylobacter sp.
(SINGH et al., 2011).

Resumidamente, para este micro-organismo fastidioso, € imperativo garantir um
transporte favoravel da amostra e as condi¢cdes de armazenamento apropriadas, incluindo o
uso de meios de transporte na fase pré-analitica. Métodos de diagndstico convencionais
exigem que as amostras de fezes sejam cultivadas em agar seletivo a 42 °C em microaerofilia
por até 72 horas antes que um resultado negativo seja emitido (SENOK; BOTTA, 2009).

As placas de cultura com col6nias que mostram a morfologia caracteristica de
Campylobacter spp. e que apresentarem positividade no teste da citocromo-oxidase sdo
reportados como sugestivas de espécies do género Campylobacter. Posterior identificacdo da
espécie requer ainda outros testes, incluindo preferéncias de temperatura de crescimento, de
sensibilidade aos antibidticos cefalotina e 4&cido nalidixico, e testes bioquimicos,
principalmente o teste do hipurato. A identificacdo de Campylobacter sp. ao nivel de espécie
n&o é realizada pela maioria dos laboratérios de diagndstico (SENOK; BOTTA, 2009).

Durante o processamento das fezes, as bactérias podem ter contato prolongado com
uma atmosfera normal, e, além disso, a diminuicdo progressiva da tensdo de oxigénio, que

ocorre quando os kits de geracdo de microaerofilia sdo utilizados, podem desfavorecer o
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crescimento adequado (BESSEDE et al., 2011). Como outros agravantes da técnica, temos
que Campylobacter spp. sdo inerentemente dificeis de crescer e podem ainda atingir um
estado conhecido como ‘viavel ndo-cultivavel’ (CAPPELIER et al., 1997; JACKSON et al.,
2009; KASSEM; CHANDRASHEKHAR; RAJASHEKARA, 2013; ROLLINS; COLWELL,
1986).

A exposicdo ao estresse ambiental em vérias formas - temperatura, alteracfes de pH,
falta de nutrientes - desencadeia uma resposta que resulta muitas vezes nesse estado
denominado ‘viavel nao-cultivavel” (VBNC, do inglés, viable but non-culturable) que € uma
capacidade de sobreviver em uma forma potencialmente infectante. A compreenséo atual dos
processos subjacentes que levam a formacdo de formas VBNC e, em contrapartida, dos
processos que levariam a sua recuperacao a partir desse estado de dorméncia, esta longe de
ser completa (ON, 2013).

A filtracdo direta de uma suspensdo das fezes, através de filtro de 0,45 um de
diametro, colocado sobre a superficie de agar sangue sem antibioticos e em microaerofilia
estrita a 37 °C também permite o isolamento de espécies do género Campylobacter envolvidas
em infeccdo humana (FERNANDEZ, 2008).

O uso de técnicas moleculares de deteccdo tem sido proposto para estudos
epidemioldgicos, embora tais testes necessitem de infraestrutura laboratorial adequada além
de pessoal devidamente capacitado. Ainda, é necessaria a padronizacdo das condicGes
experimentais utilizadas entre os centros que se propdem a instituir tais técnicas como rotina
(ABUBAKAR et al., 2007; AJJAMPUR et al., 2008; LIU et al., 2012; ON, 2013; ON et al.,
2013).

1.7 Tratamento das campilobacterioses

As enterites por Campylobacter sp. geralmente sdo autolimitadas, dispensando o uso
de antimicrobianos. Tal como acontece com todas as doencas diarreicas, a reposicdo de
fluidos e eletrolitos é essencial para o tratamento. Mesmo nos pacientes que necessitam de
cuidados médicos para enterite por Campylobacter sp., apenas uma pequena parte dos casos
se beneficiara da terapia antimicrobiana, recomendada para 0s quadros graves, prolongados, e
também para septicemia e outras complicac¢des, sendo o macrolideo eritromicina a droga de
primeira escolha (BMJ EVIDENCE CENTER, 2012; FERNANDEZ, 2008; OMS, 2013a).
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As indicagdes para terapia antimicrobiana incluem os pacientes que apresentam um ou
mais dos seguintes sinais: febre alta, diarreia sanguinolenta, mais que oito evacuacgdes em 24
horas, sintomas persistindo por mais de uma semana, bacteremia, pacientes
imunocomprometidos e infeccdo durante a gravidez. Os antimicrobianos ndo séo
recomendados em casos ndo complicados (BMJ EVIDENCE CENTER, 2012;
FERNANDEZ, 2008; RUIZ-PALACIOS, 2007).

Recentemente, Lee et al. reportaram a associacdo entre infeccdo por Campylobacter
sp. e déficit no crescimento linear de criancas peruanas, o que os levou a propor que a tal
infeccdo na populagéo infantil talvez ndo deva ser considerada uma infec¢do tédo benigna
como comumente se assume. Os autores sugerem ainda que seus achados sobre o impacto no
desenvolvimento fisico dessas criangas possam acarretar em uma possivel expansao de
indicacdo de antibioticoterapia na campilobacteriose pediatrica (LEE et al., 2013).

Campylobacter jejuni é normalmente sensivel aos macrolideos, quinolonas e
tetraciclinas. Os macrolideos geralmente constituem o tratamento de escolha em criancgas e
adultos, e azitromicina é o preferido devido a conveniéncia da dose unica (BMJ EVIDENCE
CENTER, 2012). Eritromicina € a droga de escolha na gravidez. Para adultos, as
fluoroguinolonas (sendo ciprofloxacina a droga de escolha) sdo também utilizadas, visto que
sdo altamente ativas contra espécies de Campylobacter sp. e outros patégenos entéricos. A
resisténcia aos antimicrobianos, porém, vem sendo observada em C. jejuni e requer vigilancia
(BAE; JEON, 2013; BMJ EVIDENCE CENTER, 2012; PETRI JR., 2005).

Um aumento da resisténcia as quinolonas e macrolideos, além de achados de
multirresisténcia, pode levar & reconsideracdo sobre o uso desses antimicrobianos como
drogas de escolha em pacientes com enterite grave quando Campylobacter sp. é a causa
presumida (GOSH et al., 2013). Contribuem para a resisténcia o uso persistente de
antibidticos em animais de corte, na cadeia produtor-consumidor, e a intensificacdo da
propagacdo geografica de cepas resistentes (GONZALEZ-HEIN et al., 2013; RUIZ-
PALACIOS, 2007; WASSENAAR, 2011; WIMALARATHNA et al., 2013; ZILBAUER et
al., 2008).

Nas infecgdes sistémicas, além das drogas de primeira escolha, sdo utilizados
aminoglicosideos, especialmente gentamicina, ou ainda, cloranfenicol, ampicilina ou
tetraciclina como agentes terapéuticos, embora amostras resistentes a cloranfenicol,
ampicilina e tetraciclina ja tenham sido isoladas em diferentes paises, 0 que aponta para um

problema grave de resisténcia aos antimicrobianos a ser enfrentado pelas politicas de satde
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plblica (CHAMBERS, 2005; GONZALEZ-ABAD; ALONSO-SANZ, 2013; FERNANDEZ,
2008).

1.8 Prognostico das campilobacterioses

Nas enterites por Campylobacter sp., apds contaminacéo e periodo de incubacdo, que
varia de 24 a 72 horas, o paciente apresenta cefaléia, febre, mialgias, dor abdominal e diarreia
aguda, leve a grave, quadro que pode durar até uma semana (LEHOURS et al., 2012).

Em individuos que apresentam alguma doenca pré-existente, desnutricdo ou
comprometimento do sistema imune, podem ocorrer infeccdes intestinais mais frequentes e
ndo limitadas, infeccbes extra intestinais, septicemia e infec¢do oportunista tanto pelas
espécies mais frequentes como por outras espécies que nao C. jejuni/C. coli, inclusive em
préteses médicas (ABBAS et al., 2011; AL JAROUSHA; EL JAROU; EL QOUQA, 2011,
ARIGANELLO et al., 2013; CARAMELLI et al., 1988; FICA et al, 2012; GONZALEZ-
ABAD; ALONSO-SANZ, 2013; HARUYAMA et al.,, 2011; KOWNHAR et al., 2007;
LARSEN et al., 2011; MURPHY et al, 2013; VAN DEN BRUELE et al., 2010).

No Quadro 2, estdo listadas espécies do género Campylobacter isoladas de diferentes

localizagdes anatbmicas humanas.



Quadro 2: Espécies do género Campylobacter encontradas no corpo humano.

Campylobacter spp. Sitio de detec¢do ou de isolamento em humanos
C. coli Sangue, Liquido Cefalorraquidiano (LCR), Fezes, Trato
. coli .
Intestinal (TI).
. Abcesso cerebral, Amostras de bidpsia duodenal, Fezes, TlI,
C. concisus ; . e
Abcesso peritoneal, Vesicula biliar.
C. curvus Cavidade oral, Fezes, Abcesso alveolar.
C. fetus Sangue, LCR, Fezes, Aspirado gastrico, Aspirado subcutaneo,
' Vagina, Figado, Pulmdes, Pele, Baco, Préteses, Fetos abortados.
C. gracilis Abcesso cerebral, Cavidade oral, Fezes.
C. hominis Sangue, Fezes, TI.
C. helveticus,
C. insulaenigrae, Fezes.
C. lanienae
C. hyointestinales Sangue, Fezes.
L Sangue, LCR, Fezes, Tl, Vesicula biliar, Biopsia géastrica, Fluido
C. jejuni . . C
peritoneal, Urina, Pericardio.
C. lari Sangue, Fezes, Cavidade oral.
C. mucosalis Fezes, Cavidade oral.
C. peloridis Fluido de dialise, Fezes.
C. rectus Cavidade oral, TI, Abcesso vertebral.
C. showae Cavidade oral, T, Fezes, Abcesso intraorbitario.
C. sputorum Abcessos diversos (axilar, pulmonar, escrotal), Sangue, Fezes.
C. upsaliensis Sangue, Fezes, Abcesso mamario.

C. ureolyticus

Liquido amniotico, Fezes, TI, Abcesso oral, Abcessos
genitais/perianais, Abcessos de tecidos moles, Lesdes
gangrenosas de membros inferiores, Urina.

Fonte: Propria autora. Adaptado de: MAN, 2011.
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Em paises em desenvolvimento, temos o relato da associacdo entre isolamento de

Campylobacter spp. e desnutricio em criancas. Fernandez et al. (2008), no Chile,

demonstraram que os portadores de Campylobacter eram significativamente mais freqiientes

entre 0 grupo de criancas desnutridas (31,4%) do que entre o grupo de criangas nutridas

(9,9%). As taxas de isolamento de Campylobacter sp. também foram maiores entre criancas
africanas desnutridas com diarreia (KAKAI et al., 1995; LLOYD-EVANS; DRASAR;

TOMKINS, 1983). Além disso, também a partir de estudo com criancas africanas, o

comprometimento do funcionamento normal da mucosa intestinal e da imunidade,

secundarios a desnutricdo, foram enunciados como possiveis explicacGes para 0 maior risco

de bacteremia causada por C. jejuni (REED et al., 1996).
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Anélises mais recentes — advindas de um estudo prospectivo sobre diarreia adquirida
na comunidade que incluia 442 criangas de até 72 meses de idade em uma comunidade
semirural na Amazbdnia peruana — demonstraram que a ocorréncia de infeccdes por
Campylobacter sp., tanto sintomaticas como assintomaticas, foram associadas com o ganho
de peso reduzido em periodos de trés meses. Além disso, a infeccdo sintomatica foi
marginalmente associada com o crescimento linear reduzido em periodos de nove meses e 0s
episédios mais graves de Campylobacter sp. foram associados com déficits ainda maiores,
tanto no ganho de peso como no crescimento linear (LEE et al, 2013). Os autores sugerem
que tais resultados possam categorizar a infecgdo por Campylobacter sp. como uma porta de
entrada da crianga no ciclo vicioso diarreia-desnutricdo, acelerando os impactos negativos
sobre o crescimento linear das criancas (KOLLING; WU; GUERRANT, 2012; LEE et al.,
2013).

Tais dados apontados por Lee et al. (2013) corroboram dados anteriores de nosso
grupo, no qual, em um estudo caso-controle de diarreia adquirida na comunidade em éarea
urbana carente da cidade de Fortaleza, demonstramos uma associacdo entre a deteccdo
molecular de C. jejuni e a ocorréncia de piores indicadores de desenvolvimento fisico — os
escores-Z peso-por-idade (WAZ) e peso-por-altura (WHZ) — mesmo em criancas sem diarreia
(QUETZ et al., 2010).

A diregdo para a qual tais estudos vém apontando, tendo em conta os conhecidos
efeitos de rompimento da barreira intestinal na infeccdo por Campylobacter sp.
(BELTINGER et al., 2008), é a de que as campilobacterioses possivelmente contribuem como
um importante fator relacionado a desnutricdo e suas conseqliéncias para o desenvolvimento
infantil (GUPTA et al., 2011; KOLLING; WU; GUERRANT, 2012).

A determinacdo dessa contribuicdo pode ser esclarecida no estudo multicéntrico
intitulado “Etiologia, fatores de risco e interac6es das infec¢cdes entéricas e desnutricdo e suas
consequéncias no desenvolvimento e salde da crian¢a”, envolvendo uma rede de oito sitios —
sendo Fortaleza, Ceard, Brasil um deles (MAL-ED, 2012) — que vem explorando os fatores
associados ao risco de uma crianga apresentar infecgdo entérica, diarreia cronica, desnutricéo,
bem como prejuizo da fungdo intestinal e desenvolvimento fisico (GUERRY et al., 2012;
KOSEK et al., 2013).

Outra hipotese seria a de que a desnutricdo per se possa representar um risco para
abrigar Campylobacter sp. e, ainda, que tal género bacteriano possa ser caracterizado, no
contexto das deficiéncias nutricionais, como um patdgeno oportunista — caracterizacdo ja

realizada em paises desenvolvidos em outros contextos, como no tratamento oncoldgico
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(GRADEL et al., 2009b) e na imunodeficiéncia relacionada a infeccdo por HIV e outras
doengas de base (ESMERALDA; MEDINA ANGULO, 2013; FERNANDEZ-CRUZ et al.,
2010; LARSEN et al., 2011).

1.9 Complicaces raras das campilobacterioses

Com relagdo a C. jejuni, em alguns casos foram relatadas complicacdes intestinais
como quadros de apendicite, megacdlon toxico e colecistite (FERNANDEZ, 2008). Houve
também relatos de peritonite por Campylobacter sp. como complicacdo de dialise peritoneal
ambulatorial continuada (ELSHAFIE et al., 2010; WOOD et al., 1992).

Dentre as sequelas pds-infecciosas relacionadas a C. jejuni, que embora raramente se
manifestem, sdo destacadas as sindromes de Guillain-Barré (SGB) e a de Miller Fisher —
variedade oftalmolégica da SGB (MORI; KUBAWARA; YUKI, 2012; NATIONAL
INSTITUTE OF NEUROLOGICAL DISORDERS AND STROKE, 2011a, 2011b; YUKI;
HARTUNG, 2012).

A SGB ¢ uma polineuropatia desmielinizante inflamatéria aguda na qual o mimetismo
molecular entre antigenos de glicolipideos de um agente infeccioso com gangliosideos da
inervacdo periférica humana — e subsequente desencadeamento de uma resposta imune
cruzada — tem sido implicado como pilar da patogénese, pelo menos nos casos de infeccao
prévia por C. jejuni (ANG et al., 2002; WAKERLEY; YUKI, 2013). Fatores de
susceptibilidade do hospedeiro, ainda ndo identificados, parecem contribuir para o
desenvolvimento da sindrome, visto que apenas 1/1.000 dos pacientes com enterite por
Campylobacter sp. desenvolve a sindrome (CARPORALE et al., 2006; NYATI et al., 2010).

A SGB tem sido relatada ora como complicacdo pos-infeccdo, ora como complicacdo
pos-vacinal (ISRAELI et al., 2012; WISE et al., 2012). Infec¢bes prévias por diferentes
micro-organismos ja foram descritas, mas a infeccdo prévia recente por C. jejuni tem sido
reportada em aproximadamente 14-32% dos pacientes acometidos, tornando a
campilobacteriose a infecgdo prévia mais fortemente associada com o desencadeamento da
SGB (POROPATICH; WALKER; BLACK, 2010; SINHA et al., 2007; YUKI; HARTUNG,
2012).

Em 2011, foi reportado um surto de SGB na regido fronteirica entre México e EUA,

sendo que foi relatada diarreia antecedente em 85% dos casos (21/26) e presenca de
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anticorpos IgM anti-C. jejuni em 61% dos casos testados (11/18). Os pesquisadores, pela
avaliacdo do conjunto das informagfes laboratoriais e epidemiolégicas sobre exposicdo e
avaliacdo ambiental, sugerem que 0s casos de SGB em questdo resultaram de um grande surto
precedente de infeccdo por C. jejuni a partir de agua de torneira contaminada na regido de San
Luis Rio Colorado, México (JACKSON et al., 2013). Tem-se ainda o relato de um aumento
da prevaléncia de sintomas associados com neuropatia periférica em criadores de gado, o que
sugere que a SGB possa representar uma doenca ocupacional grave e incapacitante
(VEGOSEN et al., 2012).

Tal sindrome, que afeta todos os grupos etarios com incidéncia anual de 0,4 a 4
cas0s/100.000 habitantes/ano, s pode ser demarcada por uma avalia¢do conjunta dos achados
clinicos, laboratoriais (para fins de exclusdo de outras condi¢bes) e critérios de
eletrodiagnostico do sistema nervoso periférico, visto que o grau de variacdo das
caracteristicas clinicas € muito grande dentre os pacientes acometidos (VAN DOORN; RUTS;
JACOBS, 2008). Em resumo, o0s critérios clinicos patognoménicos sdo: presenca de fraqueza
motora simétrica aguda e varidvel — que vao desde fragueza minima dos pés a total paralisia
de todas as extremidades — e diminuicdo ou desaparecimento de reflexos profundos. A
paralisia é ascendente e com déficit neurol6gico méaximo alcancado em até quatro semanas
ap6s o inicio dos sintomas (DIAS-TOSTA; KUCKELHAUS, 2002). Os musculos
respiratérios também podem ser afetados e até um ter¢o dos pacientes necessita de ventilacdo
artificial. Ainda que a recuperacdo da SGB seja comum, as taxas de mortalidade estdo entre
2% e 10%, e aproximadamente 20% dos pacientes apresentam algum grau de incapacitacao
permanente (DOURADO et al., 2012).

No Brasil, além de SGB ser a causa mais frequente de paralisia flacida aguda com taxa
de incidéncia anual de 0,6 casos/100.000 habitantes (ROCHA et al., 2004), outro dado
importante foi apontado por Dias-Tosta e Kickelhaus (2002): nos casos ocorridos na
populagéo de 0-15 anos entre 1990 e 1996, apesar da gravidade da doenca ser semelhante nas
diferentes macrorregides brasileiras, o desfecho da sindrome é diferente a depender da origem
dos casos, sendo assim apontado o desnivel existente entre a condicdo econémica das regides
Sudeste e Nordeste como um fator possivelmente responsavel pelas diferentes taxas de
mortalidade relacionadas a SGB: 2,8% no Sudeste e 7,9% no Nordeste.

A SGB representa um protétipo de doenca pos-campilobacteriose, no entanto, outras
complicagdes pos-infeccdo por Campylobacter sp. relatadas na literatura incluem: artrite
reativa (GARG et al., 2008; POPE et al., 2007), doenca celiaca (VERDU et al., 2007) e
glomerulonefrite (OP DEN WINKEL et al., 2010). Além disso, evidéncias recentes sugerem
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que C. jejuni pode violar a barreira intestinal e com isso desencadear uma resposta cronica
inflamatoria pods-infecciosa na mucosa intestinal de individuos susceptiveis, levando a
quadros de enterocolite difusa, como Doenca de Crohn, colite ulcerativa e Doenca do
Intestino Inflamado (GRADEL et al., 2009a; JESS et al., 2011; KALISCHUK; BURET,
2010; SPILLER, 2007; THORNLEY; JENKINS; NEAL, 2001). Temos ainda o, recentemente
descrito, primeiro caso de Sindrome de Sweet, também denominada dermatose neutrofilica
aguda febril, ligada a infeccéo prévia por Campylobacter spp. (PAI et al.,2012).

Todas essas complicacbes parecem estar relacionadas a fatores genéticos de
susceptibilidade do hospedeiro (NIELSEN; STEFFENSEN; EJLERTSEN, 2012) que vem
sendo alvo de investigagdo mais intensa visto que aproximadamente 10% dos pacientes que
sofrem de infeccdo bacteriana intestinal, principalmente o0s provenientes de paises
desenvolvidos, relatam eventos reacionais até 10 anos ap6s o evento infeccioso (RIDDLE et
al., 2012). Tais pacientes representam uma populacdo clinicamente importante com
comorbidade psiquiatrica associada (DUNLOP et al.,, 2003; MARSHALL et al., 2010;
SCHWILLE-KIUNTKE et al., 2011).

Na Tabela 2, temos um resumo dos agravos cronicos decorrentes das infeccdes
entéricas por C. jejuni que apontam para a importancia de politicas de satde publica voltadas
para a vigilancia e contencdo de tais infecces.
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Tabela 2: Risco atribuivel de sequelas cronicas pos-infec¢do por C. jejuni.

Sequela Risco atribuivel pos-infec¢do*
Sidrome de Guillain-Barré (SGB) 1/1.000
Artrite reativa 1-5%
Colite ulcerativa / Doenga de Crohn 3-4/10.000
Sindrome do célon irritavel 1-10%

Fonte: GUERRY et al., 2012.
*QO risco atribuivel pos-infeccdo considera a diferenca absoluta da taxa de sequelas apds
infeccéo por C. jejuni, em compara¢do com a taxa de sequelas de uma populagdo ndo exposta.

1.10 Questdes econdmicas e ambientais relacionadas as campilobacterioses

Embora as manifestacdes clinicas geralmente sejam auto-resolutivas, o impacto
econémico das infecgdes por C. jejuni é estimado em cerca de oito bilhGes de dblares por
ano, somente nos Estados Unidos da América (EUA) (BUZBY; ROBERTS, 1997) e 1.400
DALYSs (do inglés Disability-Adjusted Life Years, inabilidade ajustada em anos de vida)/ano
na Holanda (HAVELAAR et al., 2000; OMS, 2004).

Tal custo é parcialmente atribuido as graves complicacdes que podem ocorrer apés a
infeccdo por C. jejuni como a Sindrome de Guillain-Barré e a artrite reativa (BUZBY;
ALLOS; ROBERTS, 1997; BUZBY; ROBERTS, 2009). Em estudo recente, que comparou a
quantidade de anos vividos com doencas (do inglés Years Lived with Disease) em 1990 e em
2010, foi demonstrado que o impacto causado pela Sindrome de Guillain-Barré relacionada a
campilobacteriose pregressa cresceu 35,7% na populagdo mundial nesse intervalo de duas
décadas (VOS et al., 2012).

Devido a sua ocorréncia generalizada no meio ambiente, a epidemiologia do género
Campylobacter permanece pouco compreendida. E geralmente aceito, no entanto, que os
frangos de corte representem um hospedeiro natural para o C. jejuni, sendo, portanto vetores
primarios da transmissdo desse agente patogénico para 0 homem (SAHIN; MORISHITA,;
ZHANG, 2002; SKELLY; WEINSTEIN, 2003).
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Vérias fontes potenciais e vetores de transmissdo de C. jejuni para frangos de corte
tém sido identificados. Inicialmente, alguns galinaceos podem ser colonizados com uma
idade inferior a duas semanas, e assim a infeccdo pode se espalhar rapidamente por toda a
granja, ou grande parte de seus animais. As aves de abate infectadas transportam uma carga
muito elevada de C. jejuni em seu trato intestinal, em especial o ceco. Isso acaba por resultar
em carcacgas contaminadas durante o processamento, que podem transmitir essa bactéria para
os seres humanos (HERMANS et al.,, 2012; ONO; YAMAMOTO, 1999; POTTER,;
KANEENE; GARDINER, 2002).

Estudos de tipagem genética demonstraram que isolados bacterianos de frango s&o
frequentemente associados aos casos clinicos humanos de enterite por Campylobacter sp. A
infeccdo por Campylobacter sp. se espalha muito facilmente entre aves de criacdo que
parecem atuar como amplificadores das campilobacterioses. A colonizacdo por
Campylobacter sp. em granjas varia de 41-59% das aves para corte (GALANIS, 2007). No
Brasil, Kuana et al. (2008) encontraram Campylobacter sp. em cerca de 80% das amostras
pesquisadas, tendo sido identificadas como C. jejuni (majoritariamente), C. coli, C.
upsaliensis e C. fetus.

Apesar da evidéncia crescente de que o reservatério frango é o fator de risco mais
importante para a doenca em seres humanos, ndo existe estratégia eficaz para reduzir a
prevaléncia de Campylobacter sp. em granjas e locais de abate de aves, 0 que pode em parte
ser explicado pela compreensdo incompleta da epidemiologia da C. jejuni em frangos de
corte. Como resultado, o nimero de casos de campilobacteriose humana associados com o
vetor frango permanece notavelmente elevado (HERMANS et al., 2012).

A produgdo de frango para abate em todo mundo aumentou consideravelmente nas
ultimas décadas e Campylobacter sp., principalmente C.jejuni/C.coli, podem entrar no meio
ambiente quando os residuos da producdo e processamento de aves sdo descartados. Penas,
residuos de abate e fezes sdo, em potencial e em geral, altamente contaminados por espécies
do género Campylobacter. Infeccdo ocupacional em abatedouros ja foi relatada (DIAS et al.;
1990; PERIO et al., 2013; VEGOSEN et al., 2012). S6 no Brasil, em 2011, o abate de
frangos chegou a 5,3 bilhGes de animais, um aumento de 5,6% em relagcdo a 2010. O peso
acumulado das carcacgas no primeiro trimestre de 2012 (2,95 milhdes de toneladas) foi 6,2%
mais alto que no primeiro trimestre de 2011 (IBGE, 2012).

Medidas de controle da infecgdo animal devem ser tomadas ao longo da cadeia que vai
do produtor ao consumidor. Medidas de biosseguranca ajudam a diminuir a transmissao entre

0s animais. Durante o abate, a higiene adequada e a separacdo de animais infectados e nao
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infectados diminui o risco de contaminagdo cruzada. Em alguns paises escandinavos, por
exemplo, granjas e areas de processamento com medidas de biosseguranca rigorosas foram
implantadas, o que gerou um declinio posterior nas taxas de infeccdo humana por micro-
organismos do género Campylobacter (GALANIS, 2007).

O 0nus indireto ambiental resultante da producdo de aves de corte, portanto, deve ser
considerado, pois representa um risco difuso, mas significativo, ndo s6 para a contaminacéo
humana, como para a disseminacdo de cepas resistentes ao tratamento, visto que o uso
indiscriminado de antimicrobianos na racdo animal gera o potencial de selecdo de cepas
resistentes em toda a microbiota das aves, incluindo C. jejuni/coli (BELANGER,
SHRYOCK, 2007; GONZALEZ-HEIN et al., 2013; RUIZ-PALACIOS, 2007;
WASSENAAR, 2011).

Com relacdo a contaminacdo hidrica por espécies de Campylobacter spp., o trabalho
pioneiro de Lauria-Filgueiras e Hofer (1998) demonstrou a presenca de C. jejuni e C. coli em
estacOes de tratamento de esgoto no Rio de Janeiro, apontando ainda que tais cepas
patogénicas eram isoladas durante a etapa de processamento inicial nessas estacfes, sendo o
tanque de arejamento considerado como uma barreira para a sobrevivéncia do micro-
organismo — 0 que corrobora a importancia do tratamento de esgotos, principalmente nas
grandes cidades.

Estudo recente sobre a contaminacdo hidrica com espécies de Campylobacter sp.,
também realizado no estado do Rio de Janeiro, na regido da bacia do Rio S&o Jodo,
demonstrou que, dentre 51 amostras coletadas, 21 foram positivas para Campylobacter spp.,
perfazendo um alto percentual de positividade (41,2%) nessa bacia hidrogréafica (ESTEVES,;
FERREIRA; SICILIANO, 2011).

Em 2010, na Holanda, foram avaliados os riscos microbianos associados com a
exposicao aos patdgenos em agua contaminada por inundacdo urbana. Campylobacter sp. foi
encontrado em todas as amostras de acidentes com inundagdes de esgoto e os resultados
indicaram que a contaminacgdo foi semelhante aos niveis encontrados no esgoto bruto sob
condigdes de alto fluxo (TEN VELDHUIS et al., 2010).

Tais trabalhos, em conjunto, ressaltam a importancia da &gua como poderoso meio de
veiculacdo de espécies de Campylobacter sp. — ainda que esse ambiente seja, via de regra,
inGspito para a bactéria; e, a0 mesmo tempo, alertam sobre o impacto das atividades
humanas, como a urbanizagédo, sobre a contaminacdo dos mananciais de abastecimento,
fazendo com que o risco de infecgdo se perpetue principalmente em areas onde ocorrem

debilidades do esgotamento sanitario e no tratamento de efluentes e ainda quando existir
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risco de chuvas fortes e inundagbes (AULD; MACIVER; KLAASSEN, 2004,
RECHENBURG; KISTEMANN, 2009).

1.11 Perspectivas sobre o estudo de Campylobacter sp.

Campylobacter sp. representa um dos agentes mais comuns de enterite bacteriana
tanto para as nagOes industrializadas como para 0s paises em desenvolvimento. As
campilobacterioses permanecem, portanto, como um foco importante para os esforgos de
pesquisa no intuito de melhorar a prevencao e manejo das infecg¢oes. Prioridades para o futuro
incluem: a padronizacdo dos métodos diagnosticos (ON, 2013), o entendimento completo da
epidemiologia e da ecologia das campilobacterioses que possam ajudar na elaboracdo de
medidas de prevencdo efetivas para a populacdo humana; o desenvolvimento de vacinas; o
estudo das interagBes patdgeno-hospedeiro e a identificacdo de fatores de risco para o
desenvolvimento de sequelas pds-infecciosas.

Com relacdo a prevencao das campilobacterioses, tendo em vista que o consumo de
frango é o fator de risco mais importante conhecido atualmente, trés estratégias gerais tém
sido propostos para controlar Campylobacter sp. em aves para abate, a saber: (i) reducéo da
exposicdo ambiental (com medidas de biosseguranca); (ii) aumento na resisténcia das aves
para reduzir a carga de Campylobacter sp. transportada no intestino (por exemplo, por
exclusdo competitiva, vacinacdo ou selecdo genética do hospedeiro), e (iii) a utilizacdo de
alternativas antimicrobianas para reduzir ou mesmo eliminar a colonizagdo por
Campylobacter sp. nas aves (por exemplo, terapia e tratamento de bacteriéfagos ou uso de
bacteriocina). Com exce¢do das medidas de biosseguranca, as outras duas abordagens de
intervencdo ainda estdo em desenvolvimento (LIN, 2009).

Além disso, tém sido realizados estudos sobre o efeito de processos controlados como
a embalagem em atmosfera modificada e o congelamento na sobrevivéncia de Campylobacter
sp. em aves poés-abate, tendo sido sugerido que o armazenamento sob condigdes ricas de
oxigénio, assim como o0 congelamento, reduzem a recuperagdo desse micro-organismo
(BYRD etal., 2011; HAUGHTON et al., 2012; HORROCKS et al., 2009).

Com relacdo as vacinas, foram realizados testes preliminares com um potencial
antigeno vacinal para a reducdo de C. jejuni em frangos de corte. A vacinagdo das aves com 0
antigeno escolhido gerou boas respostas sorologicas em comparacdo com 0s controles néo

vacinados sem, no entanto, gerar impacto sobre a colonizacdo cecal. Estes resultados eram de
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certa forma esperados em aves, especialmente por que a colonizagdo por Campylobacter sp.
ndo causa inflamacdo no trato intestinal dos galindceos, evento que ocasionaria a circulacdo
de anticorpos para o lumen intestinal. Assim, o desenvolvimento de vacinacao oral dispensada
em conjunto com vetor recombinante necessita ainda de estudos mais aprofundados
(THEORET et al., 2012).

A vacinacdo para humanos esbarra em dois obstaculos principais que seriam o
desenvolvimento de cepas atenuadas eficazes — que atinjam a imunidade celular especifica
com baixas doses de inoculo — e seguras, visto que o risco de mimetismo dos LOS de C.
jejuni com gangliosideos humanos pode gerar sequelas pds-infecciosas como SGB
(TRIBBLE et al., 2009; WALKER, 1999). Ainda, a capacidade atual para desenvolver
vacinas mucosas eficazes a partir de micro-organismos mortos ou atenuados € inibida pela
falta de adjuvantes que sejam seguros e eficazes para os seres humanos (CHIONH et al.,
2009). Com isso, as préaticas de higiene adequadas, de saneamento e de seguranca alimentar
constituem as principais medidas de prevencdo ndo s6 das campilobacterises como de outras
infeccdes entéricas bacterianas (LIMA, 2001).

A amamentacdo, por sua vez, também atua como um fator de prevencdo das
campilobacterioses e de vérias outras infec¢des intestinais na infancia (BELLIDO-BLASCO
et al., 2007). Ruiz-Palacios et al. (2003), definiram que fucosiloligossacarideos do leite
materno humano contribuem para a prote¢do de criangas contra a infecgéo por C. jejuni, pela
inibicdo da adesdo do micro-organsimo ao epitélio intestinal. O grupo hipotetizou, portanto,
que oligossacarideos sintéticos podem se tornar uma nova classe de agentes antimicrobianos
profilaticos e terapéuticos contra as campilobacterioses (RUIZ-PALACIQOS et al., 2003).

Ainda, a conclusdo de que, apds a exposicdo ao patégeno, cada individuo exibe um
grau diferente de susceptibilidade a infeccdo por Campylobacter sp. é extraida de uma gama
de observacBes epidemioldgicas. E descrito que nem todas as pessoas expostas a uma dose
determinada de Campylobacter sp. serdo colonizados ou irdo desenvolver a doenca, 0 que é
devido a uma variedade nas possiveis interagdes entre tal micro-organismo e o hospedeiro
humano (Figura 6) (JANSSEN et al., 2008).
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Figura 6: Representacdo esquematica das interacdes patdgeno-hospedeiro nas
campilobacteriores.
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Fonte: JANSSEN et al., 2008.

Encontros entre patogeno e hospedeiro em determinadas condicGes
podem levar ou ndo a infeccdo. Os individuos infectados podem
permanecer assintomaticos ou vir a desenvolver a doenca. A inducdo de
imunidade protetora € ainda uma lacuna do conhecimento sobre as
campilobacterioses.

Tais diferencas existentes no quadro de interacdes patdgeno-hospedeiro podem estar
associadas com fatores especificos, tais como o contetdo ou acidez estomacal, por exemplo.
Com efeito, a utilizacdo de inibidores da bomba de prétons se mostrou um risco para doenga
clinica por Campylobacter spp. (GARCIA-RODRIGUEZ; RUIGOMEZ; PANES, 2007).
Ainda, fatores relacionados a frequéncia das exposicdes e a resposta imune inata e especifica
podem também desempenhar um papel na determinacdo da susceptibilidade de um individuo
a infeccdo por Campylobacter sp. (HAVELAAR et al, 2009; KIRKIPATRICK; TRIBBLE,
2011; QUINLAN, 2013). Polimorfismos genéticos relacionados aos mediadores da resposta
imune também foram implicados como possiveis responsaveis pelas variagdes de
susceptibilidade dentre os hospedeiros em algumas populacGes (NIELSEN; STEFFENSEN;
EJLERTSEN, 2012).

Em suma, ainda existem lacunas no conhecimento sobre as circunstancias sob as quais
Campylobacter sp. interage com as células hospedeiras e causa diarreia. Mais pesquisas sao
necessarias para uma compreensdo detalhada dessas interacbes e também para o
desenvolvimento de estratégias de intervencdo para reduzir a carga da doenca associada aos
micro-organismos do género Campylobacter (BACKERT; HOFREUTER, 2013; DORRELL,;
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WREN, 2007). Ainda, é importante o foco na identificacdo de proteinas imunorreativas
especificas do patégeno que possam servir como candidatos vacinais ou determinantes para
viruléncia (NIELSEN et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Espécies do género Campylobacter sdo importantes enteropatdgenos com ampla
disseminacdo devido aos habitos alimentares e higiénicos, e sua distribuicdo difere entre
paises desenvolvidos e paises em desenvolvimento, sendo a populacdo infantil a mais

susceptivel.

A prevaléncia da infeccdo entérica por Campylobacter sp. na populagdo infantil
residente da area urbana de Fortaleza, Ceara, Brasil ainda encontra-se desconhecida, contudo
sabe-se que tem havido atendimento meédico de urgéncia devido a diarreia de causa

desconhecida.

Um dos desafios primarios nas investigacdes sobre as campilobacterioses € a
dificuldade em se diagnosticar de forma sensivel e especifica o patdégeno. Além disso, a
andlise das estratégias de viruléncia de C. jejuni é ainda seriamente comprometida pela

enorme diversidade entre as cepas circulantes.

Logo, na cidade de Fortaleza, Ceara, Brasil, postulou-se que o diagndstico especifico
de Campylobacter sp. e o conhecimento de sua viruléncia pudessem ajudar na identificagéo
das espécies circulantes e potencial controle e tratamento da campilobacteriose na populagéo

acometida.

O presente estudo vem, portanto, pesquisar a prevaléncia de espécies de
Campylobacter sp. por uma combinacdo de métodos diagnosticos: cultivo microbioldgico,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR em tempo real (RT-PCR) e método
imunoenzimatico (ELISA). Ainda, pretendeu-se determinar o perfil de genes de viruléncia de
C. jejuni em uma populagdo infantil da area urbana de Fortaleza, averiguando a possibilidade
de correlagdo entre marcadores genéticos encontrados e 0s parametros clinicos apresentados

pelas criangas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo principal do presente trabalho foi determinar a prevaléncia de
Campylobacter jejuni — e de genes de viruléncia — e de C. coli em criangas com diarreia

moderada a grave residentes da area urbana de Fortaleza.

3.2 Objetivos especificos

v Determinar a prevaléncia de C. jejuni e/ou C. coli na diarreia infantil que necessitou de
atendimento médico emergencial em servicos de emergéncia pediatrica na cidade de

Fortaleza, Ceara, Brasil.

v Delimitar a variabilidade genética de C. jejuni em relacdo a presenca de genes de
viruléncia que codificam proteinas relacionadas ao mecanismo de patogénese do
micro-organismo, ou seja, relacionadas aos processos de adesdo e colonizacdo (flaA,
racR, dnal), invasao (ciaB, pldA e pVir) e producéo de toxinas (cdtABC).

v Avaliar a concordancia, especificidade e sensibilidade dos testes moleculares e do
teste imunoenzimatico quanto a capacidade de rastreabilidade das infec¢des por
Campylobacter sp.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Etica do estudo

O presente estudo faz parte de um projeto intitulado “Avaliagdo de um teste pratico
para diagndstico etioldgico das diarreias (DEC) em uma unidade hospitalar de Fortaleza”,
aprovado originalmente pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, 13.523/2007 —
ANEXO A) e Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Albert Sabin (HIAS, 80/06 —
ANEXO B).

Um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE, ANEXO C) foi lido e assinado
pelos responsaveis pelas criancas recrutadas para o estudo (criancas que necessitaram de
cuidados médicos por causa de um evento de doenca diarreica) depois que as mesmas foram
admitidas como pacientes das salas de emergéncia de dois locais de atendimento pediatrico
em Fortaleza, Ceard, Brasil: o Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) e o Centro de Assisténcia
a Crianca Lucia de Fatima R. G. Sa (CAC).

Os locais de atendimento ambulatorial, escolhidos para o recrutamento nesse estudo,
constituiram-se de unidades de atencdo de média (CAC) e alta (HIAS) complexidade com
atendimento de demanda esponténea e referenciada, ambas conveniadas ao SUS (DATASUS,
2012a). As aprovacOes expedidas pelos respectivos comités de ética em pesquisa de tais

unidades encontram-se anexas (ANEXOS B e D).

4.2 Periodo e local do estudo

Um levantamento foi realizado de maio de 2008 a abril de 2009, para avaliar a
presenca de patdgenos entéricos em criangas que necessitaram de atendimento médico por
causa de doenca diarreica.

As criancas foram atendidas e recrutadas em dois ambulatorios de atendimento infantil
da rede publica de atendimento médico em Fortaleza, a saber, 0 CAC (localizagdo geo-
referenciada: 3°46°S, 38°34°0; Endereco: Rua Guilherme Perdigdo, 299) e o HIAS
(localizacdo geo-referenciada: 3°45°S, 38°31°0; Enderego: Rua Tertuliano Sales, 544).

Tomando como referéncia a localizacdo do Instituto de Biomedicina do Semiarido

Brasileiro/Universidade Federal do Ceara (IBISAB/UFC), a localizacéo relativa dos locais de
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recrutamento na cidade de Fortaleza esta disposta de forma esquematizada na Figura 7. As
distancias entre os locais de atendimento (CAC e HIAS) e o IBISAB séo de 3,4 km e 2,8 km,

respectivamente.

Figura 7: Localizacéo relativa dos locais de recrutamento das 226 criangas estudadas em
Fortaleza, Ceara, Brasil.
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Fonte: Propria autora. Adaptado de: Google Earth, 2013.

IBISAB: Instituto de Biomedicina do Semiérido Brasileiro (IBISAB/UFC); HIAS: Hospital
Infantil Albert Sabin e CAC: Centro de Atendimento a Crianca Lucia F. R. G. Sa.
Coordenadas geograficas: 3°46’S, 38°34’0O (CAC); 3°45’S, 38°31°0 (HIAS) e 3°44°S,
38°33°0 (IBISAB/UFC).

4.3 Populacgéo estudada

A capital cearense Fortaleza, cuja populacdo é de 2.452.185 habitantes (IBGE, 2010),
sendo considerada a quinta maior metrépole brasileira.

Criancas atendidas com diarreia nos locais de recrutamento e com até 36 meses de
idade, residentes da area urbana de Fortaleza, foram recrutadas e, apds a obtencdo do TCLE
dos pais ou responsaveis, tiveram estabelecida a entrada no estudo a partir do preenchimento
do critério de inclusdo: crianga em atendimento ambulatorial de urgéncia médica por causa de
doenca diarreica presente. A ocorréncia de diarreia foi definida como trés ou mais evacuacdes
liquidas, por no minimo 24 horas (OMS, 2013b). Os critérios de exclusdo foram: uso prévio
de antibidticos e crianga em amamentacéo.
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4.4 Obtengéo e acondicionamento de dados epidemioldgicos

Uma equipe — composta por uma enfermeira e de, no minimo, um agente de salde —
participaram das atividades de campo do presente estudo, que incluiram o recrutamento, a
aplicacdo de formulérios (para documentacdo das informacdes obtidas) e coletas de amostras
fecais, segundo procedimentos operacionais padronizados do IBISAB/UFC (detalhes no Item
4.5).

No total, para as andlises e avaliacGes do presente estudo, foram incluidas 226 criancas
cujos responsaveis buscaram e receberam atendimento ambulatorial para quadro de diarreia
nas unidades de atendimento CAC ou HIAS durante o periodo de Maio/2008 a Abril/2009.

Apds obtencdo do TCLE assinado pelo responsavel legal por cada crianca, procedeu-
se a aplicacdo dos questionarios pelas equipes coletoras de dados. Tais questionarios
apresentavam dados sobre critérios de inclusdo (Checklist de Elegibilidades, ANEXO E) e
informagdes basicas como sexo e data de nascimento das criangas, endereco de residéncia,
data da coleta das fezes e questdes sobre o estado clinico da crianca, relacionados as
manifestacdes clinicas da doenca apresentada: febre, vémito, dor abdominal e sangue nas
fezes (ANEXO F). Os questionarios foram entdo levados a dupla digitacdo e gerenciamento
de seguranca e confidencialidade pelo Setor de Seguranca e Gerenciamento de Dados
(SSGD), IBISAB/UFC.

4.5 Coleta e processamento das amostras

Amostras fecais foram coletadas de todas as criangas que participaram do presente
estudo. Todas as amostras foram obtidas em frasco coletor estéril ou swab estéril e levadas —
em até no maximo 4 horas ap6s a coleta, em condicbes refrigeradas — ao Laboratério de
Microbiologia do IBISAB/UFC. As amostras foram entdo testadas para a presenca de
Campylobacter sp. e outros enteropatdgenos por coprocultura e técnicas de identificacdo da
microbiologia classica (ver adiante no Item 4.6). O restante das amostras foi aliquotado e
armazenado sem diluicdo a -80 °C até o momento da extracdo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit QlAamp DNA Stool Mini kit (Qiagen,
Valencia, CA, EUA) para extracdo de DNA gendmico diretamente a partir do material fecal

(aliquotas de 200 mg — definidas por pesagem em balanca analitica), de acordo com
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instrugdes do fabricante. Foi utilizada uma incubacdo da amostra em um tampao de lise a 95
°C ao invés de 70 °C, opcdo escolhida por aperfeicoar a extracdo de DNA genémico de
enteropatdgenos.

O projeto DEC continha varias amostras coletadas em swab anal (swab), o que
impediria a extragdo com aliquotas convencionais de 200mg. Assim, foi realizado um ensaio
piloto para a extragdo de DNA a partir das amostras de swab (ANEXO G). A extragédo de
DNA do material fecal contido nos swabs se deu de forma bem similar as instrucdes regulares
do kit QlIAamp DNA Stool Mini kit (Qiagen), com apenas uma etapa inicial de eluicdo
(incubacéo breve seguida de homogeneizagao vigorosa) com metade do volume do tampéo de
lise requerido para as amostras regulares.

Todas as aliquotas de DNA gendmico extraidas (a partir de amostras de fezes ou a
partir de amostras de swab) foram avaliadas quanto a quantidade e qualidade por leitura em
espectrofotobmetro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm. A leitura da absorbancia 260 nm fornece a quantidade
total de rendimento de acido nucleico. A razdo das leituras 260/280 nm (A260/A280) foi
utilizada para verificar a qualidade do DNA obtido de cada amostra. As amostras que
obtiveram raz&o entre 1,7 e 2,0 foram consideradas livres de contaminagdo (GLASEL, 1995).

Os DNAs obtidos foram mantidos a -20 °C até que 0s ensaios de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) foram realizados.

4.6 Diagnostico microbiolégico

As amostras foram testadas para a presenca de Campylobacter spp. por coprocultura e
técnicas de identificacdo da microbiologia classica descritas adiante, assim como também
para a identificacdo de outros patdgenos bacterianos, a saber: E. coli, Shigella e Salmonella.

Para o isolamento de Campylobacter sp., a amostra fecal foi cultivada em &gar
Columbia enriquecido com 5% de sangue de carneiro e Campylobacter Growth Supplement
(Oxoid, Hampshire, Reino Unido, SR0232). A seletividade do meio foi obtida através da
adicédo, conforme instrugOes do fabricante, de Campylobacter Selective Supplement Blaser-
Wang (Oxoid, SR0098), que contém vancomicina, polimixina B, trimetoprima, anfotericina B
e cefalotina. A incubacdo ocorreu na temperatura de 42 °C £ 1 °C por até 72 horas em

atmosfera de microaerofilia. A identificacdo fenotipica sugestiva de Campylobacter sp. foi
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realizada por suas caracteristicas morfolédgicas: crescimento de coldnias ndo hemoliticas,
transllcidas ou incolores. A atividade da enzima citocromo-oxidase [E.C. 1.9.3.1] foi testada
conforme descricdo anterior (QUETZ, 2009), com a utilizacdo do reagente N,N-dimetil-p-
fenilenodiamina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Foi também realizada a busca por
bacilos Gram-negativos em forma de asa de gaivota pela microscopia Otica, apds esfregago
em lamina e coloragdo de Gram com carbolfucsina. O diagndstico microbiol6gico foi
designado como ‘sugestivo’ ou ‘ndo sugestivo’ de Campylobacter sp.

Para a identificacdo dos outros enteropatogenos, foram utilizadas técnicas
padronizadas de microbiologia, conforme ANEXO H. Resumidamente, as amostras foram
semeadas em condi¢des aerdbias a temperatura de 35 °C + 2 °C por 18-24 horas, nos meios:
agar MacConkey, dgar MacConkey Sorbitol (SMAC), agar Heckton Entérico (HE) e agar
Salmonella-Shigella (SS) (Difco, Sparks, MD, EUA). As col6nias obtidas foram testadas para
identificacdo fenotipica e bioquimica (ANEXO H). A identificacdo de E. coli foi realizada

pela utilizagdo de API-20E (BioMerieux, Craponne, Franga).

4.7 Extragéo de DNA das cepas controle

O DNA para os controles positivos das reacdes foram extraidos de C. jejuni ATCC
33291 e C. coli INCQS 00263 (gentilmente cedido pela Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, Brasil), como ja detalhado (QUETZ et al., 2010). Resumidamente, apds chegada ao
Laboratorio de Microbiologia do IBISAB/UFC, as cepas liofilizadas foram levadas a
ressuspensdo em solucdo tampdo fosfato 1X (PBS 1X), conforme instrugdes dos
fornecedores, e entdo, levadas em condi¢des assépticas para cultivo em meio dgar CVA para
Campylobacter com suplementos de crescimento apropriados (Oxoid) e identificadas
conforme descrito acima no Item 4.6.

A extracdo de DNA a partir de cultura de C. jejuni ATCC 33291 foi realizada pelo
método de fervura em agua. Resumidamente, 2-3 coldnias de C. jejuni ATCC 33291 foram
suspensas em 100 plL de agua deionizada estéril e fervida durante 10 minutos. Apoés
centrifugagéo (956 x g, 10 minutos), o sobrenadante foi mantido a -20 °C até que 0s ensaios
de PCR foram realizados, sendo 0 mesmo utilizado como molde positivo para as reagoes de

detecdo de C. jejuni e de genes de viruléncia por PCR ou Multiplex PCR.
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O DNA de C. coli INCQS 00263 cultivado foi extraido com um protocolo modificado
utilizando o kit QlAamp DNA Stool Mini kit (Qiagen) uma vez que a &gua em ebulicdo ndo é
um método eficiente para a extracdo do DNA de C. coli (MOHRAN et al.,, 1998). O
procedimento modificado envolveu uma incubacdo de 2-3 col6nias em 100 ul de uma
suspenséo de agua com o mesmo volume de tampéo de lise por 5 minutos a 95 °C, ao invés da
incubacdo com a resina Inhibitex fornecida pelo kit (QUETZ, 2009). O produto final dessa
extracdo foi mantido a -20 °C até que os ensaios de PCR foram realizados, sendo 0 mesmo
utilizado como molde positivo para as reacdes de detecéo de C. coli por PCR.

O DNA de Escherichia coli, cepa comensal HS, utilizado como controle positivo da
reacao para amplificacdo do gene rrs, foi também extraido pelo método de fervura em agua.
Agar MacConkey (Difco) foi utilizado para cultivar E. coli HS antes da extracdo de DNA. O
gene rrs, um gene de E. coli que codifica para a por¢do 16S de rRNA, foi escolhido como
controle interno em todas as amostras de DNA fecal pois tal marcador se encontra presente
em todo material em que haja presenca de coliformes fecais (BRANDAL et. al, 2007; WANG
etal., 2002).

4.8 Reacdo da polimerase em cadeia (PCR, detec¢do de C.jejuni/C.coli)

Os iniciadores das PCR para a detecgédo de C. jejuni e C. coli foram utilizados como
anteriormente descrito (QUETZ et al., 2010) e seguem listados na Tabela 3. Os iniciadores
utilizados para a deteccdo dos genes de viruléncia de C. jejuni, juntamente com as condicdes
de ciclagem estdo listados na Tabela 4, conforme descri¢do anterior (QUETZ et al., 2012).
Todos os iniciadores foram sintetizados pela Invitrogen (S&o Paulo, Brasil). Tanto as reagoes
de PCR-simples como PCR-Multiplex foram realizadas em duplicata e os resultados foram
coincidentes. Cada reacdo de PCR simples continha 12,5 uL de GoTaq Green Master Mix
(Promega, Fitchburg, WI, EUA), 200 nM de cada iniciador senso e antisenso e 2,5 uL de
DNA molde, sendo o volume final de 25 uL obtido pela adicdo de agua livre de nuclease
(Promega). As reagcdes PCR-Multiplex continham 15 uL de Solugdo Multiplex Qiagen Master
Mix e “Q”-solucdo potenciadora (Qiagen), 200 nM de iniciador senso e antisenso e 2,5 plL de
DNA molde, sendo também o volume final de 25 pL obtido pela adicdo de agua livre de
nuclease (Promega). Em toda bateria de reacGes, correram um controle positivo (DNA
bacteriano em questdo) e um controle negativo, (do inglés no template control, NTC), no qual
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foi adicionado 2,5 pL de &gua deionizada do tipo MilliQ (Millipore — Billerica, MA, EUA)
autoclavada.

Ainda, a fim de certificar a qualidade dos procedimentos de extracdo antes do inicio da
deteccdo molecular de C. jejuni e seus genes de viruléncia e de C. coli, foi realizada uma
reacdo de PCR como controle interno de todo o DNA extraido diretamente de aliquotas fecais.
O gene escolhido para controle interno foi rrs, pelas razbes ja descritas anteriormente
(BRANDAL et al, 2007; WANG et al, 2002). As sequencias dos iniciadores para deteccdo do
gene rrs, assim como as condi¢cbes de amplificacdo e tamanho esperado do produto
encontram-se na Tabela 3.

A visualizacdo de todos os produtos amplificados (amplicons) foi realizada apds
corrida eletroforética em géis de agarose a 2% ou 4% (para reacbes PCR-simples ou PCR-
Multiplex, respectivamente) corados em solugdo de brometo de etidio a 1,0 ug/mL conforme
descrito previamente (QUETZ, 2009). Os géis foram visualizados no Sistema ChemiDoc XRS
de transiluminacdo UV (Bio-Rad, San Diego, CA, EUA).

Os equipamentos utilizados até essa fase da descricdo dos métodos, além do leitor de
ELISA descrito no Item 4.10, sdo todos pertencentes ao Laboratério de Doencgas Infecciosas
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Cear4, Instituto de

Biomedicina do Semiarido Brasileiro.



Tabela 3: Iniciadores utilizados nos protocolos de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo molecular do controle interno e
dos enteropatogenos C. jejuni e C. coli, assim como as condi¢des de amplificacdo e tamanhos esperados dos produtos (amplicons).

Acesso ao Tamanho Condigdes de
Alvo de detecgéo Sequencia dos iniciadores (5°—>3°) GenBank,  doamplicon PCR Referéncias
NCBI (pb) (35 ciclos)
Controle interno
20" 295 °C Wang et al,
ac . S: CCCCCTGGACGAAGACTGAC ,s o 2002
rrs “*— E.coli 16S5rRNA AS: ACCGCTGGCAACAAAGGATA JN547259.1 401 20 . a 63 °C, Brandal et al.
457 a72°C
2007
C. jejuni
hipO #°— gene para S: ATGATGGCTTCTTCGGATAG
hipuricase de C. jejuni AS: GCTCCTATGCTTACAACTGC —~ FJ655194.1 176
207" 4 95 9C Quetz et al,
C. coli 20 a51°C, 2010

ask *“— gene para
aspartato quinase de
C. coli

S: GGTATGATTTCTACAAGCGAG  AF017758.1 502 4572 72°C
AS: ATAAAAGACTATCGTCGCGTG

Fonte: Propria autora. Adaptado de Quetz et al., 2010.

Notas: Para todas as condi¢6es de PCR, ocorreram adicionalmente um passo para desnaturacao inicial (5 minutos a 95 °C) e um passo para
extensdo final (10 minutos a 72 °C), utilizando termociclador MyCycler™ (BIO-RAD, San Diego, CA, EUA). S= Iniciador senso; AS =
Iniciador anti-senso. * Gene cromossomal;  PCR comum.



Tabela 4: Iniciadores utilizados nos protocolos de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para dos genes de viruléncia de C. jejuni, assim
como as condicdes de amplificacdo e tamanhos esperados dos produtos (amplicons).

Genes de viruléncia de Acesso ao Amplicon Condicoes
C.ieiuni Sequencia dos iniciadores (5°—>3”) GenBank, (pb) de PCR Referéncia
1€ NCBI P (35 ciclos)
ciaB ** — Campylobacter S: TCATGCGGTGGCATTAGAATGGG AF114831.1 658 Konkel et al,
invasion antigen B AS: AGGTCTAACTTCATCAACCCTTTGCCA . 1999
dnaJ * — proteina S: AGGCTTTGGCTCATCACGTCG AF053962.1 574 gg,, a 22 Og’ Konkel et al,
chaperona DnalJ AS: GGTCGCTTCACCGCGTATGG 457 2 7 °C’ 1998
racR *® — DNA-binding S: TGGGGCTTCAAATCGGTGCTGA GQ491062.1 326 Hamidian et al,
response regulator AS: GCGACCGATGATAACATCAAGGCT 2011
flaA ? — flagelina S: AGCTGCTTCGCAACTTTCTACGGT AF369585.1 325 Fitzerald et al,
AS: TGCACTCTCGGCTGCAAAGTCT 30"’ a95°C, 2001
pldA *? — fosfolipase A S: AAGAGTGAGGCGAAATTCCA CP000025.1 385 30" a 59 °C, Fouts et al,
AS: GCAAGATGGCAGGATTATCA 457a72°C 2005
pVir °° — plasmideo S: GAACAGGAAGTGGAAAAACTAGC AF226280.2 708 30’ a 95 °C, Bacon et al,
associado a disenteria AS: TTCCGCATTGGGCTATATG 30>’ a55°C, 2002
1’a72°C
cdtA **— CDT?, porcéo A S: TTGGCGATGCTAGAGTTTGG 175
AS: ACCGCTGTATTGCTCATAGGG N .
cdtB *4— CDT?, porco B S: CTCGCGTTGATGTAGGAGCTA AY445094.1 418 ;8,, 2 22 og’ Q“eztgleg al,
AS: GCAGCTAAAAGCGGTGGAGTA 457 2 7 °C’
cdtC *® — CDTY, porgédo C S: AGCCTTTGCAACTCCTACTGG 270

AS: GCTCCAAAGGTTCCATCTTC

Fonte: Prépria autora. Adaptado de Quetz et al, 2012. Notas: Para todas as condi¢es de PCR, ocorreram adicionalmente: um passo para
desnaturacdo inicial a 95 °C (5 min., PCR comum; 15 min., PCR multiplex) e um passo para extensao final (72 °C, 10 min.), utilizando
termociclador MyCycler™ (BIO-RAD, San Diego, CA, EUA). S = Iniciador senso; AS = Iniciador anti-senso.  Gene cromossomal; °
Gene plasmidial; ¢ PCR comum, ¢ PCR Multiplex. :CDT = Toxina Distensora Citoletal (do inglés, Cytolethal Distending Toxin).

65



66

No Quadro 03, encontra-se a especificidade dos iniciadores utilizados, descritos nas
Tabelas 03 e 04 e adiante no Item 4.9.

Quadro 3: Perfil de especificidade dos iniciadores utilizados no presente estudo.

Iniciadores® Numero de Acesso®@ (% de homologia)
p/ deteccdo de Cepas com 95-100% de homologia Cepas com homologia <95%
rrs Varias cepas de Escherichia coli, Shigella
boydii, S. flexneri, S. sonnei. (~100%). B
) Vérias cepas de C. jejuni subsp. jejuni e C.
hipO jejuni subsp. doylei (97-100%): B
NC018709.2; CP0Q: 3871.2, 1900.1, etc.
Helicobacter pylori (~93%):
ask C.coli (100%): AF017758.1; AP011945.1, CP003476.1 e C.
C. hyoilei (99%): AF017759.1 jejuni subsp. doylei (86%):
CP00768.1
Vérias cepas de C. jejuni subsp. jejuni e C.
dnal jejuni subsp. doylei (95-100%): . _
flaA dnaJ: AF052661.1, AL111168.1, CPOO: dcepf"s de C. coli (~82%):
naJ:AB5427:.29.1 e 38.1.
0025.1, 1876.1, 1900.1, 1960.1, etc. flaA: M646- 70 1 e 711
flaA: AL111168.1; AF0501: 92.1, 97.1; e o
JQ9915: 92.1, 97.1, etc.
Vérias cepas de C. jejuni subsp. jejuni e C.
jejuni subsp. doylei (95-100%):
racR racR: AF053960.1, AL111168.1, CP0O:
ciaB 0538.1, 1960.1, 3871.2, etc.
pldA ciaB: AL111168.1, CP00: 0025.1, 0768.1, -

0814.1, 1876.1, 1900.1, 3871.2.

pldA: CP0O0: 0025.1, 0768.1, 0814.1; FJ946:

195.1, 199.1; 201.1, etc.

Varias cepas de C. jejuni subsp. jejuni e C.
jejuni subsp. doylei (95-100%):

C. lari (94%): CP00932.1;

pVir CP00: 0768.1, 1877.1; AF226280.2, etc. Helicobacter cinaedi (81%):
Plasmideo pTet (96-100%): CP002030.1, APQ12: 344.1 ¢ 492.1.
AY:394561.1, 714214.1.
Varias cepas de C. jejuni subsp. jejuni (97- | cdtABC de C. lari (79%, somente
cdtABC 100%): CP003871.2; AB274792.1; iniciador para cdtB): AB5093:
AL111168.1; AY445094.1, etc. 47.1,48.1.
C. jejuni: CP003871.2 e AY575039.1 Cepas de C. coli (~85%):
(100%); e varias cepas de C. jejuni subsp. AY5750:42.1,43.1,44.1,46.1 ¢
gyrA jejuni e C. jejuni subsp. doylei (98-99%) 48.1. E, 76-82% (CP0000-): C.

dentre elas: HE978252.1; CP00: 1876.1;
0768.1; 1900.1; AL111168.1, etc.

lari: 932.1; C. hominis: 776.1 e
C. fetus: 487.1.

Fonte: Propria autora.
Sequencias dos iniciadores, temperaturas de anelamento e tamanho dos produtos obtidos
apos a amplificagdo (amplicons) conforme descri¢do anterior nas Tabelas 3 e 4 e, adiante, no

Item 4.9 (com relagdo aos iniciadores para deteccdo de gyrA).

O\ imeros de acesso (NCBI,

2013) das sequencias que produziram alinhamento significativo com as sequencias do alvo

principal.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47419989?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47419989?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47419989?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/408667903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47419979?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=25&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/401780468?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/284925303?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/30407139?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47419989?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47419993?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47419997?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/222538267?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/153803875?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=BZ5EAV4V01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/118413283?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=BZ5EAV4V01R
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4.9 PCR em tempo real (RT-PCR, deteccdo de Campylobacter sp.)

Apbs a finalizacdo das coletas, aliquotas do material fecal foram devidamente
enviadas para o Programa para Tecnologia Apropriada em Saude (Program for Appropriate
Technology in Health , PATH) em Seattle, Washington, EUA. As aliquotas tiveram DNA
extraido e foram testadas para a presenca de varios genes de enteropatdégenos por PCR em
tempo real (RT-PCR) baseado na incorporacdo de SYBR Green, dentre eles o gene gyrA, para
deteccdo de Campylobacter sp.

Os iniciadores para a deteccdo do gene gyrA (GenBank CP003871.2, NCBI, EUA)
foram sintetizados pela Micronics (Redmond, WA, EUA); sendo as sequencias escolhidas
GAGTGTTATTATAGGTCGTGCTTTG (iniciador Senso) e
CTATAACAGCACCCACTATACGG (iniciador anti-senso); utilizados na concentragéo final
de 400 nM. Apds incubacdes iniciais a 50 °C (2 min.) e 95°C (10 min.), cada ciclo consistiu
de uma fase de desnaturacéo inicial de 15 seg. a 95° C, seguida por uma fase de anelamento
de 1 min. a 60 °C e uma fase de extensdo de 45 seg. a 72° C. O tamanho do produto obtido era
de 146pb. A captacdo de fluorescéncia ocorreu a cada ciclo na fase de extensdo. Os dados
obtidos foram armazenados e analisados no sistema para PCR em tempo real ABI 7300
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Foi determinado o ciclo limiar (threshold cycle,
CT) em que a fluorescéncia observada foi 10 vezes maior que a fluorescéncia basal para cada
ensaio de RT-qPCR, conforme pormenorizado no ANEXO I. Os resultados foram expressos
como amplificacdo positiva (< 35 ciclos), marginal (entre 35 e 40 ciclos) ou negativa (> 40

ciclos).

4.10 ELISA para Campylobacter sp.

Com o intuito de dar maior apoio ao ensaio molecular, foi realizado um ensaio
imunoenzimatico capaz de detectar antigenos de superficie de C. jejuni/coli, Campylobacter
ProSpect Microplate Assay (Remel, Lenexa, KS, EUA). Tal ensaio foi realizado em 59% das
amostras e o fator limitante para decisdo de realizagdo do ensaio foi a disponibilidade de
material fecal (300 mg) remanescente apds as extracdes de DNA. O ensaio foi realizado em

duas baterias contendo 92 amostras/placa, seguindo as orientagdes do fabricante. As placas
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foram lidas com espectrofotometro Microplate ELISA Reader (Bio-Rad) em filtro de 450 nm
e filtro de referéncia de 620 nm. Foi avaliado o grau de concordancia entre os resultados de
PCR, RT-PCR e ELISA.

4.11 Acondicionamento e analise estatistica dos dados

Todos os dados gerados foram codificados em planilha Excel, MICROSOFT® (New
York, NY, EUA) e adicionados por dois digitadores independentes. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o Statistical Package for Social Sciences versao 18.0 (SPSS
Inc. ™, Chicago, IL, EUA). A andlise das associacBes foi realizada em tabelas de
contingéncia, utilizando o teste exato de Fisher. Para comparacdo de médias, a normalidade
da distribuicdo dos dados foi previamente verificada. Quando a distribuicdo normal dos dados
foi confirmada, a comparacdo dos dois meios foi realizada usando teste t de Student; teste
ANOVA foi utilizado para comparar trés ou mais medias. Sub-hip6teses foram analisados por
meio do teste de Bonferroni. Quando a normalidade ndo foi aceita, a comparacdo de duas
médias foi realizada usando o teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia foi fixado em
p< 0,05.

O indice Kappa foi utilizado para determinar o grau de concordancia entre 0s
resultados dos testes moleculares e ELISA. Medidas simples de acuracia para os testes
ELISA, PCR e RT-PCR foram realizadas tendo como base prevaléncia assumida em trabalho
anterior correlato (QUETZ, et al 2012).
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5 RESULTADOS

5.1 Populacdo estudada

A caracterizacdo de toda a populacéo estudada encontra-se pormenorizada em trabalho
anterior do Laboratério de Doencas Infecciosas (QUETZ et al., 2012) e, com relacdo ao
presente estudo, encontra-se sumarizada na Tabela 5.

Quanto ao género dos envolvidos, temos que 58,4% (132/226) eram do sexo
masculino. A média de idade das criangas foi de 14,72 meses [desvio padrdo (d.p.) = 8,99,
minimo = 0,26; maximo = 35,88; mediana = 12,45].

No geral, os dados relatados pelos responsaveis pelas criangas demonstraram que
75,3% (165/219) das criancas que necessitaram de atendimento médico por causa de diarreia
viviam em familias cujos rendimentos mensais eram inferiores a 250 ddlares.

No periodo do estudo, a taxa média de cambio (real por délar americano) foi igual a R$2,00
para cada délar (US$) (ASSOCIACAO COMERCIAL DE SAO PAULO, 2012).

Agua encanada era presente em 93,8% (212/226) dos domicilios.

Quanto a escolaridade materna, dois responsaveis ndao forneceram tal informacéo
(0,9%; 2/226). Temos que 12,8% (29/226) das maes possuiam até quatro anos de estudo
formal; 43,8% (99/226) tiveram entre 5 e 9 anos de escolaridade (até o primeiro grau
completo) e 42,5% (96/226) tinham mais de 9 anos de escolaridade, o que equivale ao ensino
médio incompleto (n=42), completo (n=53) ou ensino superior incompleto (n=1).
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Tabela 5: Detalhes da populacdo estudada e informacdes socioecondmicas das 226 criangas
atendidas com diarreia em salas de emergéncia hospitalar em Fortaleza, Ceard, Brasil, durante
0 periodo de Maio/2008 a Abril/20009.

Variacao
Caracteristica % (n) Média = d.p. (min.-max.;
mediana)
Género Masculino 58,41% (132/226)
Idade
0-6 meses | 18,6% (42/226)
6,1-12 meses | 30,1% (68/226) 14,7+8)9 0,26-38,9;
12,1-24 meses | 31,8% (72/226) 12,45
>24 meses | 19,5% (44/226)
Total 226 (100%)
Rendimento mensal (US$)*
0-100 | 7,1% (16/226) 73.1+£29.3 0-100; 75.5
101-200 | 28,3% (64/226) 175.9 + 28.8 125-200; 200
201-250 | 37,6% (85/226) 226.1 £18.9 201-250; 230
251-350 | 11,1% (25/226) 310.8 £ 26.6 260-350; 300
>350 | 12,8% (29/226) 479.0 + 146.0  375-1,000; 400
Informagdo omitida | 3,19% (7/226) - -
Total 100% (226) 243.4+121.4  0-1,000; 207.5
Agua encanada
Sim | 93,8% (212/226)
Nao | 6,29% (14/226)
Total 100% (226)
Escolaridade materna
(anos de educacéo formal)
Até 4 anos | 12 8% (29/226)
Entre 5-8 anos | 43,8% (99/226)
Acimade 9 anos | 42,5% (96/226)
Informagdo omitida | 0,9% (2/226)
Total 100% (226)

Fonte: Prépria autora.

*No periodo do estudo, a taxa média de cambio foi: 1US$ = R$2,00 (ASSOCIACAO
COMERCIAL DE SAO PAULO, 2012). Legenda: d.p.: desvio padrdo; min.: minimo;

max.: maximo.



71

5.2 Dados clinicos

As criancgas envolvidas tiveram reportados os sinais clinicos relatados pelos guardiGes
em questionario. A doenca diarreica apresentada por essas criancas foi considerada de
moderada a grave com base nos sinais clinicos e também no fato de que os responsaveis
buscaram atendimento médico por causa do evento.

De acordo com as respostas dos pais ao questionario, temos que: 96,8% (214/221) das
criangas apresentavam diarreia aguda, definida como diarreia com duragéo inferior a 14 dias,
ao contrario de 3,2% (7/221) que apresentavam diarreia a 14 dias ou mais (média= 4,04 dias;
d.p.= 3,26; minimo= 1; mediana= 3; maximo= 28). Para cinco crian¢as nao foi possivel obter
essa informacdo. Quanto ao nimero de evacuagdes, foi constatado que em média, as criangas
apresentaram 5,51 evacuac@es/dia (d.p.= 2,92; mediana= 5; maximo= 20).

Na maioria dos casos, os formularios foram completamente preenchidos, revelando a
seguinte distribuicdo dos parametros clinicos: 25,9% (58/224) apresentaram sangue nas fezes;
em 70,8% (155/219) foi relatada ocorréncia de dor abdominal (sete responsaveis néao
souberam responder tal questdo); 76,4% (172/225) apresentaram febre e 72,4% (163/225)

apresentaram vomitos.

5.3 Dados laboratoriais iniciais

Todas as amostras fecais (aliquotas pesadas de 200mg ou swabs) tiveram DNA
extraido e quantificado. A extracdo de DNA foi bastante similar entre os tipos de amostra, ou
seja, amostras fecais e amostras tipo swab, sendo que ndo houve diferenca na quantidade de
DNA extraido (amostras fecais vs. swab) [média; mediana; minimo-maximo (55,7 ug/mL;
31,65 ug/mL; 2,00-702,9 pg/mL vs. 33,0 pg/mL; 24,1 pg/mL; 2,00-183,7 ug/mL)], ou na
qualidade do DNA extraido [média da razdo entre as leituras espectrofotométricas nas
absorbancias A260/A280 + d.p. (1,72 £ 0,31 vs. 1,72 £ 0,43)], demonstrando que as amostras
apresentaram um padrdo satisfatorio de qualidade e concentracdo final para uso (Figura 8).
Sabendo-se que foram utilizados dois microlitros de DNA por reacdo, foram adicionados,
portanto, uma média de 110 ng (amostras fecais) ou 66 ng (swab) de DNA por reagdo de
amplificagdo, sendo a menor quantidade adicionada para ambos os tipos de amostras, 4 ng de
DNA/reacéo.



Figura 8: Representacdo esquematica dos dados sobre quantidade e qualidade obtidas de
DNA genoémico extraido a partir de dois diferentes tipos de amostra fecal.
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Fonte: Propria autora.

8.A) Representacdo da quantidade de DNA extraida (ug/mL) a partir de dois diferentes
tipos de amostra (p>0,05), dada pela leitura leitura espectrofotométrica em Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), nos comprimentos de onda 230, 260,
280 e 320 nm. 8.B) Qualidade do DNA extraido a partir de dois diferentes tipos de
amostra (p>0,05), dada pela razdo entre as leituras das absorbancias 260 e 280.
Legenda: DNA extraido de: AFC = Amostras fecais congeladas; Swab = amostras de
swab anal. Dados apresentados no 3° Congresso Brasileiro de Biotecnologia, 2010,

Fortaleza, CE.
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Além da averiguacdo de quantidade e qualidade do DNA extraido de cada amostra,

todas as amostras de DNA apresentaram amplificagdo do gene rrs, utilizado como controle

positivo da extracdo de DNA gendmico de coliformes fecais (Figura 9).

Figura 9: Foto da amplificacdo do gene rrs.
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Fonte: Prépria autora.

Coluna 1: Marcador molecular (100 pb); Colunas 2-18: Produtos amplificados
(amplicons, rrs) de um grupo de amostras, demonstrando a amplificacdo de produtos
de tamanho esperado (401 pb); Coluna 19: Controle negativo (agua MilliQ
autoclavada usada como molde); Coluna 20: Controle positivo (DNA de E. coli
comensal, cepa HS, utilizado como molde). pb = pares de bases.
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A andlise de especificidade dos iniciadores utilizados para deteccéo tanto do gene rrs,
como dos demais genes pesquisados no presente estudo, foi sumarizada anteriormente, no
Quadro 3.

5.4 Diagnostico microbioldgico

Pela analise microbiologica classica, realizada em 225 amostras, foi diagnosticado
pelo menos um enteropatdgeno em 23,5% (53/225) das amostras, conforme demonstrado na
Tabela 6. O diagnostico sugestivo de Campylobacter sp., conforme exemplificado na Figura
10, ocorreu em 8,9% (20/225) dos casos.

Tabela 6: Patogenos bacterianos identificados pela microbiologia convencional em 225
amostras de fezes diarreicas de crian¢as atendidas em salas de emergéncia hospitalar em
Fortaleza, Ceard, Brasil, durante o periodo de Maio/2008 a Abril/2009.

Amostras positivas /

Micro-organismo Amostras testadas
(%)
Campylobacter spp. 201225 (8,9%)
E. coli (n&0-O157:H7) 12/225 (5,3%)
Salmonella 1/225 (0,5%)
Shigella

20/225 (8,9%)

Nenhum patogeno identificado 172/225 (76,4%)

Fonte: Propria autora.

A média de idade das criancas com o diagnostico microbiolégico sugestivo de
Campylobacter sp. foi de 11 meses (d.p.= 6,7; mediana: 9,1; minimo: 1,3 meses; maximo:
24,1 meses), sendo que dentre essas criancas haviam 13 meninos e 7 meninas (razao entre 0s

géneros = 0,65).
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Figura 10: Diagnostico microbioldgico sugestivo de Campylobacter sp.

Fonte: Propria autora.

Fotos gentilmente cedidas por Dra. Ila Lima. 10.A) Aspecto do crescimento de
Campylobacter sp. em meio agar CVA Campylobacter, ambiente micro-aerofilico, 42°C +
1°C: col6nias pequenas brancas, ndo-hemoliticas. 10.B) Coloragdo Gram de Campylobacter
sp., a microscopia 6tica (100X, o6leo de imersdo): bacilos Gram-negativos, presenca de
formagdes caracteristicas em “asa de gaivota”.

A frequéncia, por patdgeno diagnosticado, dos parametros clinicos e os dados sobre
duracdo da diarreia e nimero de evacuagdes encontra-se na Tabela 7. Os dados da Unica
crianca com diagnostico de Salmonella sp. foram omitidos da tabela, a saber: tal crianga
apresentou febre e sangue nas fezes, deu entrada no HIAS ap6s dois dias com diarreia e 0
responsavel relatou um nimero de oito evacuacdes no dia que precedeu o atendimento.

Febre e voémito foram os pardmetros clinicos mais relatados pelos pais das criancas,
sendo sangue nas fezes mais reportado nas criangas com diagndéstico de Shigella sp. e dor
abdominal frequente em criancas com diagnéstico de bactérias dos géneros Shigella ou
Campylobacter. Em geral, a partir dos dados disponiveis (220 formularios completos quanto a
data da procura por atendimento) as criangas apresentaram quadro de diarreia por cerca de
trés dias antes do atendimento e aproximadamente cinco evacuagGes no dia anterior ao
atendimento. Vinte e duas mées (10%, 22/220) buscaram atendimento ja no segundo dia da
doenca diarreica, sendo que o nuimero de evacuagbes no primeiro dia da doenca dessas
criangas variou entre trés e 20 evacuacdes. A maioria dos responsaveis buscou atendimento
com trés dias a uma semana do inicio da doenca diarreica (75,4%; 166/220); e uma proporcao
menor levou mais de sete dias a partir do inicio da doenca (8-28 dias) para buscar

atendimento ambulatorial para sua crianca (14,5%; 32/220).
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Tabela 7: Frequéncia dos parametros clinicos relatados e dados sobre a doenca diarreica das
criancas do estudo que tiveram amostras testadas pela analise microbioldgica convencional.

Parémetros clinicos relatados Dados da doenga
NUmero (%) de casos Média = s.d.;
Micro- mediana (min. — max.)
organismo
I Sangue Dor Dias com ~
Vomito nas fezes  abdominal Febre diarreia Evac%agoes
Campy- 12/20 6/20 14/20 (70%) 14/20 35+18; 57+25;50
lobacter sp. (60%) (30%) (70%) 3,0 (1-8) (2-10)
E. coli 10/12 2/12 4/12 (33%) 8/12 4,1+ 3,6; 50£25;5,0
(83%) (17%) (67%) 3,5 (1-15) (1-10)
Shigella 16/20 13/20 17/20 (85%) 20/20 44 +29; 6,0£3,1; 6,5
g (80%) (65%) (100%) 4,5 (1-12) (1-10)
NP|© 124/172 36/172 119/172 127/172 4,1+ 34, 54+29;5,0
(72%) (21%) (69%) (74%) 3,0 (1-28) (1-20)
Total 162/225 58°/225 154/225 1707225 | 3,0%32; 50%29;50
(72%) (26%) (68%) (75%) 3,0 (1-28) (1-20)

Fonte: Prépria autora.

*Foram omitidos da tabela os dados da Unica crianga com diagndstico de Salmonella. A mesma
apresentou sangue nas fezes e febre. Legenda: oEvacua(;f)es = NUmero de evacuacBes no dia
anterior ao atendimento.

O\pP| = Nenhum patogeno identificado.

5.5 Deteccdo molecular (PCR) de C. jejuni/coli

Apos a quantificacdo do DNA extraido das amostras e da amplificacdo do controle
interno rrs, todas as amostras de DNA fecal (n=226) foram levadas a amplificacdo dos genes
propostos como genes-diagnostico: hipO (para C. jejuni) e ask (para C. coli) (Figura 11).

A deteccdo de C. jejuni ocorreu em 19,5% das criancas (44/226) e a deteccdo de C.
coli ocorreu em 1,3% das criangas (3/226).

Dentre as amostras hospitalares com diagnostico da microbiologia classica sugestivo

de Campylobacter sp. (20 amostras), 17 obtiveram detecgdo de C. jejuni (hipO™) e, em trés
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delas ndo ocorreu amplificacdo de nenhum dos genes diagnostico pesquisados (hipO ou ask).
O diagndstico molecular por PCR convencional ocorreu em maior proporgdo nas criangas do

sexo masculino (0,57), porém sem significado estatistico.

Figura 11: Foto da amplificacdo dos genes hipO e ask.
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Fonte: Propria autora.

11.A) Coluna 1: Marcador molecular (100bp); Colunas 2-11: Amplicons (gene hipO) de
um grupo de amostras, demonstrando a amplificacdo de produtos de tamanho esperado
(176 pb); Coluna 12: Controle negativo (agua MilliQ autoclavada usada como molde);
Coluna 13: Controle positivo (DNA de C. jejuni, ATCC 33291, utilizado como molde).
11.B) Coluna 1: Marcador molecular (100bp); Colunas 2-18: Amplicons (gene ask) de
um grupo de amostras, demonstrando a amplificacdo de produto de tamanho esperado
(502 pb); Coluna 16: Controle negativo (dgua MilliQ autoclavada usada como molde);
Coluna 17: Controle positivo (DNA de C. coli, INCQS 00263 , utilizado como molde). pb
= pares de bases.

A deteccdo molecular foi utilizada como parametro para todas as analises estatisticas
subsequentes, sendo que ndo houve diferenca entre as criangas com e sem deteccdo de C.
jejuni (hipO™ vs. hipO") quanto a idade, quanto aos dias de duracio de diarreia [médiatd.p.;
mediana (3,7 = 2,8; 3,0 vs. 3,7 £ 2,8; 3,0)], ou quanto ao nimero de evacuacdes/dia (5,6 + 2,5;
55 vs. 55 % 3,0; 50), nem quanto aos parametros clinicos avaliados, ou seja, presenca de
sangue nas fezes (29,5% vs. 25%, p=0,567), febre (77,3% vs. 76,2%, p=1,00), dor abdominal
(70,5% vs. 70,9%, p=1,00) ou ocorréncia de vémito (61,4% vs. 75,1%, p=0,089) (p> 0,05;

teste exato de Fisher).
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5.6 Deteccdo molecular de genes de viruléncia de C. jejuni

Os genes de viruléncia de C. jejuni (flaA, pldA, ciaB, racR, dnaJ, cdtABC e pVir)
foram pesquisados (Figura 12) no DNA genémico das amostras fecais cuja deteccdo do gene
hipO ocorreu, ou seja, nas amostras diagnosticadas como C. jejuni-positivas (hipO™),

perfazendo um total de 44 amostras pesquisadas.

Figura 12: Foto da amplificacdo dos genes de viruléncia de C. jejuni.
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Fonte: Propria autora.

12.A) Coluna 1: Marcador molecular (100pb); Colunas 2-18: Amplicons de um grupo de
amostras, mostrando amplificacdo de produtos de tamanho esperado (ciaB — 658pb, dnaJ —
574pb, racR — 326pb) em uma bateria de amostras; Coluna 19: Controle negativo (agua
MilliQ autoclavada usada como molde); Coluna 20: Controle positivo (DNA de C. jejuni,
ATCC 33291, utilizado como molde). 12.B) Coluna 1: Marcador molecular (100pb); Colunas
2-16: Amplicons de um grupo de amostras, mostrando amplificacdo de produtos de tamanho
esperado (pldA — 385pb, flaA — 325pb) em uma bateria de amostras; Coluna 17: Controle
negativo (agua MilliQ autoclavada usada como molde); Coluna 18: Controle positivo (DNA
de C. jejuni, ATCC 33291, utilizado como molde). 12.C) Coluna 1: Marcador molecular
(100pb); Colunas 2-18: Amplicons de um grupo de amostras, mostrando amplificacdo de
produtos de tamanho esperado (cdtA — 175pb, cdtB — 418pb, cdtC — 270pb) em uma bateria de
amostras; Coluna 19: Controle negativo (dgua MilliQ autoclavada usada como molde);
Coluna 20: Controle positivo (DNA de C. jejuni, ATCC 33291, utilizado como molde). 12.D)
Coluna 1: Marcador molecular (100pb); Colunas 2-16: Amostras; Coluna 17: Controle
negativo (agua MilliQ autoclavada usada como molde); Coluna 18: Controle positivo (DNA
de C. jejuni, ATCC 33291, utilizado como molde). pb= pares de bases.
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Com excecdo do gene pVir, que ndo foi identificado em nenhuma das amostras
(exceto controle positivo), todas as amostras hipO™ apresentaram deteccdo dos genes de
viruléncia. Dentre as amostras testadas, ao menos um gene relacionado a colonizacdo (flaA,
racR ou dnaJ) e, adicionalmente, um gene relacionado a invasdo (ciaB ou pldA) foram
detectados em todas as amostras. Além disso, 0 gene para a toxina citoletal distensora foi
detectado em 95,4% (42/44) das amostras.

Com relacdo a um perfil geral sobre a deteccdo dos genes de viruléncia de C. jejuni,
destacada no Quadro 4, é possivel inferir que, a distribuicdo encontrada é bastante
heterogénea dentre as amostras positivas para C. jejuni (hipO®), ndo sendo possivel, a
primeira vista, a determinacdo de grupos bem definidos dentre os genes identificados. Dentre
as amostras hipO™ pesquisadas, 84,1% (37/44) foram positivas para cinco ou seis genes de

viruléncia, e em 15,9% (7/44) das amostras houve detec¢do de 2-4 genes de viruléncia.

Quadro 4: Distribuicdo dos genes de viruléncia entre as amostras de DNA fecal com
detecgéo de C. jejuni (hipO™).

Genes
Colonizacéo Invaséo Toxina

Grupo | dnal flaA racR ciaB pldA | cdtABC n (%)
+ + + + + + 14 (31,8%)
+ + + + Negativo + 19 (43,2%)
+ Negativo + + Negativo + 3 (6,8%)
+ Negativo + + + + 3 (6,8%)
hipO Negativo Negativo + + + + 1(2,3%)
Negativo + + + + + 1(2,3%)
Negativo + Negativo | Negativo + + 1(2,3%)
Negativo Negativo + + Negativo | Negativo | 2 (4,5%)
Total | 44 (100%)

Fonte: Prépria autora.

Ao analisar combinagdes de genes relacionados a colonizagéo, temos que 9,1% (4/44)
das amostras apresentaram somente um dos genes (flaA, racR ou dnal); 15,9% (7/44)
apresentaram dois dos genes relacionados a colonizacéo e, a grande maioria, ou seja, 75%
(33/44) apresentou os trés genes pesquisados relacionados ao processo de colonizacdo

bacteriana. Com relagdo as combinacgdes de genes relacionados a invasdo bacteriana (ciaB e
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pldA), temos um perfil supostamente heterogéneo, sendo que 56,8% (25/44) das amostras
apresentava somente um dos genes (ciaB ou pldA) e 43,2% (19/44) apresentam os dois genes
pesquisados relacionados a invaséo bacteriana.

As prevaléncias individuais de cada gene estudado, sem levar em conta as
combinacg0Oes, foram em ordem decrescente: 97,7% (43/44) para racR e ciaB; 95,4% (42/44)
para cdtABC; 88,6% (39/44) para dnaJ; 79,5% para flaA (35/44) e 45,4% para pldA.

Devido a grande diversidade do grupo, buscamos uma classificagdo do mesmo em
escores a depender do numero e da finalidade dos genes de viruléncia de C. jejuni detectados.
Tal classificacdo se deu da seguinte forma: genes relacionados a colonizagdo (flaA, racR ou
dnaJ) ou producéo de toxinas (cdtABC) foram pontuados como 01 ponto por cada deteccgéo e
0s genes relacionados a invasao bacteriana valeram 02 pontos cada. Tal pontuacao dividiu a
populacdo hipO* em escores alto (pontuagdo igual a 7 ou 8, n=18) ou baixo (pontuacio entre
3 e 6, n=26).

De acordo com a reorganizacdo descrita, temos um perfil que relaciona as criangas que
tiveram diagndstico molecular de C. jejuni e os parametros clinicos apresentados pelas
mesmas no Figura 13. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, embora as criancas
com deteccdo de C. jejuni e escores 7 ou 8 para 0s genes de viruléncia tenham mostrado uma
tendéncia em apresentar o parametro clinico “sangue nas fezes” (38,8%; 7/18) do que as
criangas com deteccdo de hipO e escores 3-6 para 0os genes de viruléncia (23,1%; 6/26) ou

ainda, do que as criancas sem deteccdo de C. jejuni (24,7%; 45/182).
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Figura 13: Frequéncia dos parametros clinicos relatados nas criangas do estudo que
tiveram amostras testadas para a deteccédo de genes de viruléncia de C. jejuni.
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Fonte: Propria autora.

hipO-: Amostras testadas por PCR comum sem detec¢do de hipO (C. jejuni, n=182),
hipO+: Amostras testadas por PCR comum com detec¢do de hipO (C. jejuni, n=44).
Escores para a deteccdo dos genes de viruléncia de C. jejuni foram calculados para as
amostras hipO+, de acordo com a atribuicdo de 01 ponto para a detecgdo de cada gene
relacionado a colonizacdo bacteriana (flaA, racR ou dnaJ) ou a producdo de toxinas
(cdtABC) e atribuicdo de 02 pontos para cada gene relacionado a invasdo celular (ciaB,
pldA). Aproximadamente 59% (26/44) das amostras hipO+ tiveram escores de deteccao
dos genes de viruléncia considerados como baixo score (3 a 6 pontos) e 41% (18/44) das
amostras hipO+ tiveram scores de detecgcdo dos genes de viruléncia considerados como
alto score (entre 7 e 8 pontos). Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p> 0,05).

5.7 Deteccdo de Campylobacter sp. por RT-PCR

A deteccdo do gene gyrA de Campylobacter sp. por RT-PCR, exemplificada na
Figura 14, foi realizada em 225 amostras, tendo ocorrido tal deteccdo (gyrA™) em 26,7%
(60/225) das amostras, ocorrendo um leve predominio de criangas do sexo masculino nesse
grupo (0,57), sem significado estatistico.

Dentre as amostras com diagnéstico da microbiologia classica sugestivo de
Campylobacter sp. (20 amostras), 18 obtiveram detec¢do de Campylobacter sp. por RT-PCR
(gyrA™) e, em duas delas ndo ocorreu amplificacio pelo RT-PCR (gyrA).



Figura 14: Reacgédo de RT-PCR para deteccdo do gene gyrA de Campylobacter sp.
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Fonte: Propria autora.

Figuras gentilmente cedidas por Dr. Bernhard Weigl. 14.A) Aspecto da curva gerada na
deteccdo de incorporacdo de SYBR Green. A amplificacdo dos pocos do controle positivo
(pocos Al e A2) ocorreu no ciclo limiar 15,8 e a amplificacdo de amostras DEC (pocos B1,
C2, E1, E2 e F1) ocorreu entre os ciclos 18,4 e 37,2. 14.B) Quadro contendo os resultados
dos pocos testados em valor do ciclo limiar (Ct). Cycle: ciclo, Delta Rn: Quantidade
aproximada de copias do gene gyrA; o limiar de positividade (threshold) foi estipulado em
0,2. Detector: sistema de deteccdo utilizado, no caso, deteccdo da incorporacdo de SYBR
Green. Ct: ciclo limiar, ou seja, ciclo no qual a amostra em questdo apresentou amplificacdo
acima do limiar basal de fluorescéncia, do inglés, cycle threshold.

A detec¢cdo molecular de gyrA por RT-PCR também foi utilizada como parametro para
algumas analises estatisticas subsequentes, sendo que ndo houve diferenca entre as criancas
com e sem deteccdo de gyrA (gyrA* vs. gyrA) quanto a idade, quanto aos dias de duracio de
diarreia [médiatd.p.; mediana (3,8+2,9; 3,0 vs. 4,1+3,4; 3,0)], ou quanto ao numero de
evacuacgOes/dia (5,3+2,3; 5,0 vs. 5,5+3,1; 5,0), nem quanto aos parametros clinicos avaliados,
ou seja, presenca de sangue nas fezes (30,0% vs. 24,5%, p=0,49), febre (75,0 % vs. 75,6%,
p=1,00), dor abdominal (66,7% vs. 72,3%, p=0,41) ou ocorréncia de vomito (65,0% vs.
75,0%, p=0,177) (p> 0,05; teste exato de Fisher).

5.8 Deteccao de Campylobacter sp. por ELISA

A ELISA para deteccdo de Campylobacter sp. foi realizada em apenas 153 amostras,

devido a falta de espécime clinico para a realizagdo de todos os testes. A deteccdo de

Campylobacter sp. por ELISA ocorreu em 37,9% (58/153) dos sujeitos pesquisados.
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Considerando-se esse diagndstico imunoenzimatico, houve novamente um leve predominio
do género masculino (0,62), mais uma vez, sem significado estatistico (p> 0,05).

Dentre as amostras com diagndstico da microbiologia classica sugestivo de
Campylobacter sp. (20 amostras), todas tiveram resultado positivo pelo ensaio comercial
Campylobacter ProSpect Microplate Assay (Remel, EUA).

Com relacdo as amostras com diagnostico positivo por PCR comum (detecgdo dos
genes hipO ou ask, para C. jejuni ou C. coli, respectivamente), ou seja, 20,3% das amostras
(46/226), o resultado da ELISA foi o seguinte: em 71,7% (33/46) das amostras hipO*, o
diagnéstico por ELISA foi confirmado; para 19,6% (9/46) dessas amostras, ndo havia
quantidade suficiente de material para a realizacdo da ELISA e; em 8,7% (4/46) desses casos
ocorreu um resultado negativo pela ELISA (Figura 15).

Com relacdo as amostras com diagnostico positivo pela PCR em tempo real (RT-PCR)
(deteccdo do gene gyrA, de Campylobacter sp.), ou seja, 26,7% das amostras (60/225), o
resultado da ELISA foi: 51,7% (31/60) das amostras gyrA™ tiveram também o diagndstico por
ELISA confirmado, 25% (15/60) ndo apresentaram quantidade de amostra suficiente para a
realizacdo da ELISA e 23,3% (14/60) apresentaram resultados negativos pela ELISA (Figura
15).



83

Figura 15: Perfil da porcentagem dos resultados de ELISA obtidos nas amostras
com deteccdo molecular de C. jejuni/C. coli (por PCR) ou Campylobacter sp. (por
RT-PCR).
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Fonte: Prépria autora.

ELISA: Ensaio imunoenzimatico para deteccdo de antigenos de superficie de
C. jejuni/C.coli, Campylobacter ProSpect, Remel (USA); RT-PCR: PCR em
tempo real para deteccdo do gene gyrA de Campylobacter sp. ; PCR: PCR
comum para deteccdo de C. jejuni (gene hipO) ou C. coli (gene ask).
Legenda: ELISA-: Resultados de ELISA negativos. NR: Teste ELISA néo
realizado. ELISA+: Resultados de ELISA positivos. Tal percentual dos
diagnosticos imunoenzimaticos demonstrados se referem aos encontrados
para as amostras positivas para as deteccdes moleculares, a saber: 46 amostras
positivas na PCR e 60 amostras positivas na RT-PCR.

5.9 Inferéncias sobre os testes utilizados para diagnéstico

Nos quatro testes utilizados, houve uma tendéncia de diagndsticos positivos entre as
criancas mais jovens, com discreta discrepancia no diagndstico microbiol6gico, como

demonstrado na Figura 16. Porém, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 16: Média das idades das criancas cujas amostras foram testadas quanto a deteccéo
de Campylobacter sp.
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Fonte: Propria autora.

ELISA: Ensaio imunoenzimatico para deteccdo de antigenos de superficie de C.
jejuni/C.coli, Campylobacter ProSpect, Remel (EUA) ; RT-PCR: PCR em tempo real
para deteccdo do gene gyrA de Campylobacter sp. ; PCR: PCR comum para deteccéo
de C. jejuni (gene hipO) ou C. coli (gene ask); Microbiol.: Diagnéstico
microbioldgico de Campylobcter sp.

Houve variacBes entre o percentual de positividade encontrado para cada teste
diagnostico, sendo que as diferencas de deteccdo podem ser visualizadas na Figura 17.

Um trabalho recente, que sera debatido adiante (Item 6), sugere que, na falta de
diagndstico microbioldgico positivo, sejam consideradas positivas as amostras com deteccao
em testes moleculares e, adicionalmente, resultado positivo em algum ensaio
imunoenzimético para deteccdo de antigenos de Campylobacter sp. (BESSEDE et al, 2011).

Segundo essa definicdo de Bessede et al., teriamos o valor de 16,4% (37/226) como a
prevaléncia final estimada de Campylobacter sp. entre as criancas de 0-36 meses de idade

com doenca diarreia sintomatica na cidade de Fortaleza, Ceard, Brasil.
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Figura 17: Percentual de positividade encontrado com diferentes métodos de detecc¢éo de
Campylobacter sp.

40
S
2 30
G
Q
Q
g 20
5 16.4%
Q
g
o 10 8.9%
=
=
0
(4
&
&
@0

Fonte: Prépria autora.

ELISA: Ensaio imunoenzimatico para deteccdo de antigenos de superficie de C.
jejuni/C.coli, Campylobacter ProSpect, Remel (EUA) ; RT-PCR: PCR em tempo real para
deteccdo do gene gyrA de Campylobacter sp. ; PCR: PCR comum para deteccdo de C.
jejuni (gene hipO) ou C. coli (gene ask); Microbiol.: Diagndstico microbiolégico de
Campylobcter sp.; Besséde: Percentual de amostras positivas conforme critério sugerido
por Bessede et al. (2011), ou seja, amostras sdo consideradas positivas para
Campylobacter sp. quando ocorre diagnostico microbioldgico ou detecgdo positiva em um
dos testes moleculares (PCR ou RT-PCR) e na ELISA.

Notamos, pela andlise das curvas de positividade, que o teste mais sensivel foi ELISA
(37,9%;58/153), seguido de RT-PCR (26,7%; 60/225), PCR (20,3%; 46/226) e o, que
apresentou menor percentual de diagnosticos foi a cultura microbioldgica seletiva (8,9%;
20/225).

A distribuicdo do perfil de positividade para os casos estudados pela utilizacdo das
diferentes técnicas para deteccdo de Campylobacter sp. aqui utilizadas encontra-se na Tabela
8.



Tabela 8: Distribuicao do perfil de positividade para os casos estudados pela utilizacéo de
diferentes técnicas para deteccdo de Campylobacter sp.

Resultado
NuUmero de casos
Cultura ELISA RT-PCR PCR
Diagnostico microbioldgico positivo (n=20)
16 + + + +
2 + + + -
1 + + - +
1 + + - -
Outros diagndsticos positivos (n=47)
12 - + + +
4 - + - +
1 - + + -
3 - - - +
2 - - + +
6 - NR + +
1 - NR - +
8 - NR + -

22 - + - -

Fonte: Prépria autora.

Legenda: Cultura: Diagnostico microbiologico de Campylobcter sp.; ELISA: Ensaio
imunoenzimético para deteccdo de antigenos de superficie de C. jejuni/C.coli,
Campylobacter ProSpect, Remel (EUA) ; RT-PCR: PCR em tempo real para deteccdo do
gene gyrA de Campylobacter sp. ; PCR: PCR comum para deteccdo de C. jejuni (gene
hipO) ou C. coli (gene ask); +: Resultado positivo; -: Resultado negativo; NR: Teste ndo
realizado. Amostras em cinza: Além das amostras com cultura positiva, na falta desse
diagnostico, serdo consideradas também positivas para Campylobacter sp. as amostras
com diagndstico positivo em um dos testes moleculares (PCR ou RT-PCR) e,
adicionalmente, resultado positivo na ELISA (conforme Besséde et al, 2011).

86



87

As analises de concordancia foram realizadas, com relagdo ao padrdo-ouro, ou seja, a
microbiologia convencional, para os diagndsticos moleculares (PCR e RT-PCR), e 0 ensaio

imunoenzimatico, como demonstrado na Tabela 9.

Tabela 9: Graus de concordancia (indice de Kappa) e percental de discordancia
encontrados entre os resultados dos testes Microbiologia convencional e ELISA, PCR e

RT-PCR.

Microbiologia (Campylobacter sp.)
Testes Negativo Positivo indice de Kappa
% (n) % (n) (% Discordancia)
vs. ELISA
Negativo 71,2% (94/132) 0% (0/20)
% (n) 0,394+ 0,068
Positivo 28,8% (38/132) 100% (20/20) (25%)
% (n)
vs. PCR
Negativo 86,9% (179/206) 15% (3/20)
% (n) 0,466+ 0,079
Positivo 13,1% (27/206) 85% (17/20) (13,3%)
% (n)
vs. RT-PCR
Negativo 79,5% (163/205) 10% (2/20) 0,372 + 0,069
% (n) (19,5%)
Positivo 20,5% (42/205) 90% (18/20)
% (n)

Fonte: Propria autora.

PCR: PCR comum para deteccdo de C. jejuni (gene hipO) ou C. coli (gene ask); ELISA:
Ensaio imunoenzimatico para deteccdo de antigenos de superficie de C. jejuni/C.coli,
Campylobacter ProSpect, Remel (EUA) ; RT-PCR: PCR em tempo real para detec¢do do
gene gyrA de Campylobacter sp.

As analises de concordancia também foram realizadas entre os diagndsticos
moleculares entre si (PCR e RT-PCR), e destes, individualmente, com relacdo ao ensaio

imunoenzimatico, como demonstrado na Tabela 10.
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Tabela 10: Graus de concordancia (indice de Kappa) e percental de discordancia encontrados
entre os resultados dos testes PCR, ELISA e RT-PCR.

PCR
Testes Negativo Positivo indice de Kappa
% (n) % (n) (% Discordancia)
vs. ELISA
Negativo 58,8% (90/153) 2,61% (4/153)
% (n) 0,552+ 0,069
Positivo 17,0% (26/153) 21,6% (33/153) (19,6%)
% (n)
vs. RT-PCR
Negativo 69,8% (157/225) 3,5% (8/225)
% (n) 0,603+ 0,062
Positivo 10,7% (24/225) 16,0% (36/225) (14,2%)
% (n)
RT-PCR
vs. ELISA
Negativo 53,0% (81/153) 9,1% (14/153)
% (n) 0,403 +£ 0,076
P(c;si(ti\)/o 17,6% (27/153) 20,3% (31/153) (26,7%)
o (N

Fonte: Propria autora.

PCR: PCR comum para deteccdo de C. jejuni (gene hipO) ou C. coli (gene ask); ELISA:
Ensaio imunoenzimatico para deteccdo de antigenos de superficie de C. jejuni/C.coli,
Campylobacter ProSpect, Remel (EUA) ; RT-PCR: PCR em tempo real para detec¢do do
gene gyrA de Campylobacter sp.

Entre os testes moleculares, o coeficiente de Kappa foi igual a 0,603, tendo os dois
testes moleculares, portanto, alcancado um grau de concordancia moderada entre si. Ja as
analises de concordancia entre os testes moleculares e a ELISA ProSpect® Campylobacter
alcancou o coeficiente de Kappa de 0,402 (com relacdo ao RT-PCR) e 0,552 (com relagdo ao
PCR comum), tendo o teste ELISA, portanto, alcancado um grau de concordancia
consideravel a moderada com tais testes moleculares, respectivamente. A concordancia entre
tais testes deve ainda ser avaliada a luz das especificidades dos iniciadores utilizados,
demonstradas no Quadro 3 e discutidas adiante.

Considerando uma prevaléncia de 6,0% para a deteccdo de Campylobacter sp.;
conforme sugerido anteriormente (QUETZ et al., 2012), de acordo com estudos nacionais de
prevaléncia, foram determinados os valores de sensibilidade, de especificidade, acuracia,
valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e razdes de verossimilhanga positiva
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(RVP) e negativa (RVN) dos testes ELISA, PCR e RT-PCR em relacdo ao diagndstico

microbioldgico, conforme demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11: Medidas simples de acuracia dos testes ELISA, RT-PCR e PCR em compara¢do
com a cultura microbioldgica.

Testes | S(%) | E(%) | VPP | VPN | RVP | RVN | Acuracia
(%)
ELISA 100,0 71,2 181 | 1000 | 35 | 0,00 75,0
RT-PCR 90,0 79,9 222 | 992 | 45 | 012 80,8
PCR 85,0 86,8 292 | 989 | 64 | 017 86,7

Fonte: Propria autora.

Foi assumida uma prevaléncia de 6,0% para as infeccGes entéricas por Campylobacter sp.,
conforme trabalho anterior (QUETZ et al., 2012). Legenda: S = Sensibilidade; E =
Especificidade; VPP = Valor preditivo positivo; VPN = Valor preditivo negativo; RVP =
Razéo de verossimilhanca positiva; RVP = Razéo de verossimilhanga negativa.
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6 DISCUSSAO

As doencas diarreicas constituem uma das causas principais de morbidade no mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento. Mesmo com as melhorias no manejo clinico
da doenca, principalmente com a terapia de reidratacdo oral que conduziu a uma diminuicao
importante da mortalidade (VICTORA et al., 2000), se faz necessario avaliar o impacto da
morbidade das doengas diarreicas sobre a populacéo infantil, assim como o papel de micro-
organismos especificos (DUPONT, 2005).

Durante um episddio de diarreia, a recomendacao de internacdo se restringe aos casos
complicados com desidratacdo grave, risco de choque hipovolémico e risco de 6bito, além dos
pequenos lactentes, criancas desnutridas e também aquelas com perda fecal elevada, cujo
cuidador seja incapaz de tratar da crianca com sucesso no domicilio (MENDES; RIBEIRO;
MENDES, 2013).

No Brasil, estudos demonstram que a taxa de incidéncia de diarreia infantil varia entre
3-12 episodios/crianca/ano, a depender da regido estudada, e que tais taxas de incidéncia sdo
mais altas entre criancas menores de dois anos de idade. Fatores associados com a ocorréncia
de diarreia infantil no Brasil incluem: viventes na Regido Norte/Nordeste, desmame precoce,
sexo masculino, desnutricdo, baixo poder aquisitivo das familias, mée adolescente e/ou com
baixo nivel educacional (FIOCRUZ, 2008; FRANCA et al., 2001; GUERRANT et al., 1990;
LIMA; GUERRANT, 1992; MELO et al., 2008). Em 2010, foram gastos com o0s
internamentos das criangas brasileiras com diarreia aproximadamente R$ 9,8 milhdes para
aquelas menores de um ano de idade e R$ 23,5 milhdes para aquelas entre um e quatro anos
de idade (MENDES; RIBEIRO; MENDES, 2013).

No presente estudo transversal, no periodo compreendido entre Maio/2008 e
Abril/2009, descrevemos as condi¢bes gerais apresentadas pelas 226 criancas recrutadas, com
idade entre 0-36 meses de idade, residentes da area urbana de Fortaleza, atendidas em &mbito
hospitalar devido a diarreia. E em particular, avaliamos a prevaléncia de Campylobacter spp.
— tendo sido a deteccdo do micro-organismo realizada tanto por cultivo microbioldgico,
ELISA e técnicas moleculares (PCR e RT-PCR) — e determinado um perfil de genes
associados a viruléncia de Campylobacter jejuni, a espécie mais prevalente nas
campilobacterioses em todo 0 mundo (CDC, 2013b; MAN, 2011).

Com relacdo as caracteristicas gerais sobre as criangas recrutadas, como as condigdes

sociodemograficas, tivemos que 93,8% (212/226) das criangas residiam em casas com agua
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encanada. A cidade de Fortaleza apresenta, segundo dados do Instituto de Pesquisa e
Estratégia Econdmica do Ceard (IPECE), 93,3% de seus domicilios ligados a rede geral de
agua (IPECE, 2012a) sendo, portanto, a proporcdo encontrada no presente trabalho bastante
similar. O mesmo informe do IPECE ressalta ainda as condicGes gerais dos domicilios da
cidade de Fortaleza no ano de 2010, a saber: 98,7% dos domicilios apresentavam cobertura da
coleta de lixo, 99,7% apresentavam energia elétrica, 98,6% possuiam sanitario de uso
exclusivo e, contudo, somente 59,6% dos domicilios estava ligado a rede geral de esgoto
(IPECE, 2012a). Segundo dados do censo brasileiro de 2010, existiam em Fortaleza 125.514
domicilios com esgoto a céu aberto (IBGE, 2013).

Sobre o rendimento mensal das familias, temos que 63,3% (143/226) dos responsaveis
indicaram um rendimento inferior a 250 dolares mensais, sendo que, no total,
aproximadamente 47% (106/226) dos responsaveis pelas criangas indicaram um rendimento
familiar mensal inferior aos salarios minimos vigentes na época de recrutamento (R$415,00
em 2008 ou R$465,00 a partir de 1° de fevereiro de 2009) (ASSOCIACAO COMERCIAL DE
SAO PAULO, 2012). Mahendraker et al. (1991), na india, reportaram que as doencas
diarreicas foram cerca de 10 vezes mais frequentes entre as classes sociais mais baixas. Em
2013, foi demonstrado que em Jakarta, na Indonésia, a pobreza exerce seu efeito no aumento
da prevaléncia de diarreia por meio de pior qualidade dos alimentos e falta de higiene
domiciliar (SIMA; NG; ELIMELECH, 2013).

A educacdo materna é importante para a prevencdo das doencas diarreicas nos filhos,
assim como no estabelecimento de cuidados corretos quando 0s epis6dios ocorrem
(MOAWED; SAEED, 2000). No presente trabalho, mais da metade das mées (57,1%;
128/224) tiveram até oito anos de estudo formal, o que equivale ao ensino fundamental
incompleto ou completo, sendo 12,9% (29/224) as mées que possuiam de um a quatro anos de
educacdo formal. Segundo os dados do censo brasileiro de 2010, mais de 131 mil pessoas ndo
possuem nenhuma instrucéo escolar em Fortaleza, ou seja, 7% da populagéo. Fortaleza ocupa
a terceira colocacdo em numeros absolutos de analfabetos entre as capitais brasileiras (IPECE,
2012b).

Em um trabalho recente realizado na Nigéria, foi encontrado um maior risco de se
contrair doenca diarreica nas criangas cujas maes ndo tiveram educacdo formal e/ou néo
mantiveram a amamentagio exclusiva (YLGWAN; OKOLO, 2012). Na india, foi relatado
que a incidéncia de diarreia foi inversamente proporcional a escolaridade materna, atingindo
42% das criangas cujas maes eram analfabetas, 33% das criangas cujas maes frequentaram o

ensino primario, 10,5% das criangas cujas mées concluiram o ensino medio, e 5,3% das
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criangas cujas maes alcangaram o ensino superior (MAHENDRAKER et al., 1991). A baixa
escolaridade materna também esta associada com o desmame precoce das criangas (AHMED
etal., 1994).

A OMS preconiza que o aleitamento materno exclusivo ocorra até, no minimo, 0s seis
meses de idade da crianga, e que somente apos seis meses de vida se dé a introducdo de
alimentacdo complementar. Em revisdo sistemética recente foi verificado que criangas que
sdo amamentadas exclusivamente por seis meses vivenciam menor morbidade por infecgdo
gastrointestinal do que aquelas que sdo somente parcialmente amamentadas a partir de trés ou
quatro meses (KRAMER; KAKUMA, 2012). O desmame precoce aumenta o risco de
doencas infecciosas gastrointestinais, aléem de interferir negativamente no estado nutricional
da crianca e, possivelmente, em seus habitos alimentares futuros (AGOSTINI; BASELLI;
MAZZONI, 2013; DISANTIS et al., 2011; SALDIVA et al., 2011). Estudos observacionais
indicaram que o aleitamento materno, em relacdo a alimentacdo com leite em po
industrializado (férmula), reduz o risco de obesidade na idade escolar em cerca de 20%,
mesmo ap0s o0 ajuste para fatores bioldgicos, sociais e demogréaficos. Além disso, a
amamentacdo exclusiva € constantemente associada a um melhor desenvolvimento
neuroldgico até inicio da idade adulta (AGOSTINI; BASELLI; MAZZONI, 2013).

Em um trabalho da Escola Nacional de Saude Pubica, os autores demonstraram que
tanto as criancas em aleitamento materno exclusivo quanto as criangcas amamentadas até nove
a doze meses de vida — observadas em varios municipios brasileiros — apresentaram menores
taxas de internacdo por doencas diarreicas em hospitais financiados pelo SUS quando
comparadas com criancas que ndo eram amamentadas, o que evidencia o papel dessa pratica
na reducdo das internacOes por diarreia e presumivelmente na mortalidade infantil por diarreia
(BOCCOLINI; BOCCOLINI, 2011).

A base para o efeito positivo da amamentacdo, ndo somente relacionado ao maior bem
estar fisico, como também beneficios posteriores que incluem melhor desenvolvimento
cognitivo e desempenho escolar, parece estar associado ao grau de influéncia da amamentacgéo
nos lacos afetivos entre mée e filho, facilitados pela secrecdo de ocitocina pela mée.
Alternativamente, o fator critico pode estar relacionado a grande variedade de agentes
nutricionais e neurotroficos presentes no leite materno, e ndo em qualquer substituto dele. Ao
examinar a lista dessas substancias detectadas no leite materno fresco [Gorduras;
Aminoacucares como N-acetilglucosamina, um gangliosideo cerebral; Peptideos como o fator
de crescimento epidérmico (EGF), insulina, fator de crescimento neural, peptideo indutor do

sono delta; Aminooacidos como taurina, glutamina, carnitina; Horménios como tiroxina,
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cortisol e prolactina], é surpreendente o valor adicional do leite materno, que facilita o
maximo neurodesenvolvimento infantil (EIDELMAN, 2013).

Ainda, especificamente para as campilobacterioses infantis, foi demonstrado que
fucosiloligossacarideos do leite materno humano inibiram a colonizacdo de C. jejuni tanto in
vivo (em camundongos) como ex vivo (mucosa humana intestinal) (RUIZ-PALACIOS et al.,
2003).

No presente estudo, o aleitamento materno foi um dos critérios de exclusdo do estudo,
0 que nos impede de avaliar a influéncia dessa variavel na duracdo/gravidade da doenca ou
mesmo na presenca de algum patdgeno em particular. No entanto, demonstramos que, dentre
as criancas estudadas, houve um nimero expressivo de 42 criancas menores de seis meses de
idade cujos responsaveis reportaram que o tipo de alimentacdo ndo incluia o aleitamento
materno. Publicacdo recente do Ministério da Saude (2010) apontou que a prevaléncia de
criangas menores de seis meses em amamentagéo exclusiva em Fortaleza, no ano de 2008, foi
de 32,9% - valor inferior & prevaléncia nacional para 0 mesmo ano, de 41% (MINISTERIO
DA SAUDE, 2010).

Quanto as caracteristicas da doenca apresentada, observamos que a maioria das
criangas apresentou diarreia aguda, definida como diarreia com duragéo inferior a 14 dias,
sendo a média da duragdo da diarreia até o dia de atendimento de 4,0 dias (4,04 + 3,3); sendo
a variacdo entre um dia até 28 dias de duracdo. Quanto ao nimero de evacuacles, foi
constatado que em média, as criancas apresentaram 5,5 evacuag6es/dia. Ainda com relacao a
duracdo da doenca diarreica, tivemos 25 casos de diarreia do tipo ProD (episédios
prolongados de diarreia aguda: com duracdo entre 7 e 13 dias) (11,3%, 25/221) e sete casos de
diarreia persistente (com duracao superior a 14 dias) (3,2%, 7/221) (GUERRANT et al., 2001;
MANDEVILLE et al, 2009; MOORE et al., 2010).

Moore et al. (2010) demonstraram que mesmo a diarreia do tipo ProD constitui um
importante indutor de morbidade nas doencgas diarreicas, aumentando o risco de entrada da
crianca no ciclo vicioso diarreia desnutricdo, também conhecido como ‘“complexo
desnutrigdo-infecgdo”, o qual prediz que a desnutricdo gera infec¢des intestinais mais
impactantes e essas, por conseguinte, limitam a capacidade absortiva intestinal, contribuindo
para o deficit nutricional (CHEVALIER; DELPEUCH; MAIRE, 1996; GUERRANT et al.,
1992; 2008; WALKER et al., 2007). Os dados indicam, portanto, que ocorreram casos tanto
de diarreia ProD como de diarreia persistente no presente estudo, podendo essas

apresentacdes da doenca constituirem-se em causas potenciais de comprometimento fisico e
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cognitivo das criangas da area urbana de Fortaleza (ANDRADE; FAGUNDES-NETO, 2011,
LIMA et al., 1992, 2000; NIEHAUS et al., 2002; PATRICK et al., 2005).

Assim, revisando o perfil da populacdo estudada, denota-se que estratégias de
intervencdo para controlar os episodios de diarreia na infancia precisam de uma abordagem
integrada com o0 objetivo de aumentar o conhecimento das mées sobre a doenca, evitando
assim que ocorram casos similares aos discutidos acima, para os quais o0 auxilio médico sé foi
buscado apos a instalacdo de diarreia ProD ou ainda diarreia persistente.

Em relacdo aos achados laboratoriais, com a utilizacdo das técnicas microbioldgicas
classicas de diagnostico de enteropatdgenos, ocorreu deteccdo de patdgenos bacterianos em
23,5% (53/225) das amostras examinadas.

Campylobacter sp. foi encontrado em 8,9% (20/225) das amostras. Dados nacionais
sobre a infeccdo por Campylobacter sp. relataram as seguintes prevaléncias de
Campylobacter sp. em amostras de criangas com diarreia no Brasil: 2,0% (SOBEL et al.,
2004); 2,4% (MORENO et al., 2010); 5,0% (MEDEIROS et al., 2001; TOPOROVSKI et al.,
1999); 7,5% (PALMA et al., 1997); 9,0% (MANGIA et al., 1993) e 11,2% (MENDES et al.,
1987). Com excecdo do trabalho de Moreno et al. (2010) todos os outros sdo reportes da
situagdo do Sudeste brasileiro. Considerando, portanto, a variagdo reportada na literatura
sobre dados nacionais — entre dois e 11% — a prevaléncia encontrada com os métodos
baseados em coprocultura para Campylobacter sp. em nosso trabalho (8,9%) é consistente.

Ainda, dentre esses mesmos estudos, foi demonstrado que 75% dos achados de
Campylobacter sp. ocorreram em criancas menores de dois anos de idade (MEDEIROS et al.,
2001). No presente estudo foram incluidas somente criancas de 0-3 anos de idade, e, dentre
essas, O diagndstico microbiolégico sugestivo de Campylobacter sp. ocorreu
predominantemente nas criangas mais jovens, sendo 95% (19/20) de criancas até 24 meses de
idade ou 65% (13/20) em criangas menores de 12 meses. Medeiros et al. (2001) ainda
demonstraram que Campylobacter sp. foi mais encontrado que Salmonella enterica, dado
também reportado no presente estudo.

Comparando nossos achados sobre o isolamento de micro-organismos com um estudo
coorte ocorrido na Amazénia peruana envolvendo 442 criangas de 0 a 72 meses de idade,
notamos que, utilizando diagndstico microbioldgico, foi encontrado um percentual de
Campylobacter sp. em amostras diarreicas muito similar ao encontrado no presente estudo
(8,3%; 306/3667). Ainda, nesse mesmo estudo coorte, outro achado similar: Campylobacter
sp. também foi isolado nas amostras diarreicas tdo frequentemente quanto Shigella sp. (LEE
etal., 2013).
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Métodos de isolamento para os patdgenos ditos cléssicos, C. jejuni e C. coli, a partir
de amostras clinicas costumam ser eficazes, com algumas ressalvas. As principais
caracteristicas desses micro-organismos sdo compreendidas, permitindo o crescimento e a
selecdo; e quanto maior o niUmero de micro-organismos em uma amostra clinica, mais simples
sera sua recuperacao. O uso disseminado de temperaturas de crescimento entre 42°C explora a
natureza termotolerante de C. jejuni e C. coli, promovendo o0 seu crescimento e reprimindo
outras espécies bacterianas. Da mesma forma, as combinacdes de antibioticos em meios
seletivos e suas concentracdes evoluiram ao longo do tempo, deixando a coprocultura para C.
jejuni e C. coli bastante eficiente (ON, 2013). No entanto, as amostras clinicas que requerem
longos periodos de transporte antes da analise podem ter a recuperacdo do micro-organismo
comprometida devido ao estresse sofrido e possivel entrada dos micro-organismos no estado
‘viavel ndo cultivavel” (JACKSON et al.,, 2009). Uma solucdo possivel seriam o0s
procedimentos, ainda em fase de estudo, utilizando aumentos periddicos de temperatura para
ajudar a adaptacdo e a recuperacdo dos micro-organismos (ON, 2013).

Os parametros clinicos apresentados pelas criancas, de acordo com as respostas dos
responsaveis, podem ser assim resumidos: os parametros mais frequentes foram febre (75%,
170/225) e vomito (72%, 162/225), seguidos de dor abdominal em 68% dos casos (154/225) e
sangue nas fezes em 21% das criancas (58/225). Assim como no trabalho de Mota et al.
(2010), o pardmetro clinico diarreia com sangue foi mais comum entre as criangas com
diagnostico microbioldgico de Shigella sp. (65%, 13/20), e Campylobacter sp. foi o segundo
agente mais encontrado dentre as criancas que apresentaram diarreia com sangue (30%; 6/20).

Dando seguimento aos testes laboratoriais realizados, ap6s a averiguacao da qualidade
das amostras de DNA extraido e deteccdo do controle interno (gene rrs), partiu-se para a
deteccdo molecular. A combinacdo das leituras espectrofotométricas e amplificacdo do
controle interno (gene rrs) refletiram a utilidade das amostras extraidas para o ponto final de
utilizacdo, ou seja, a deteccdo molecular. Nossos dados demonstraram que o0 DNA extraido a
partir de amostra fecal regular (200 mg) ou a partir dos swabs ndo foram diferentes e ambos
os tipos de amostra resultaram em quantidade e qualidade satisfatérias de DNA para o
emprego na deteccdo molecular de agentes patogénicos. Tal avaliacdo (averiguacdo de
quantidade e qualidade por leitura espectrofotométrica e deteccdo de gene controle interno)
pode ser de grande importancia em estudos nos quais uma grande proporcao de amostras ndo
possua a quantidade estabelecida para realizar o método de extragdo regular. No presente

estudo em particular, aproximadamente 29% (65/226) das amostras diarreicas nao seria
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diagnosticada pelos métodos moleculares, caso a extracdo com swab ndo tivesse sido
empregada.

Ainda, com relacdo aos processos iniciais pré-testes moleculares, temos que a
quantidade minima de DNA utilizada por teste (4 ng) foi muito superior ao minimo requerido
para deteccdo de Campylobacter sp. por PCR (0,06 pg, descrito para DNA obtido de cultura
pura) (OYOFO et al., 1992). Além disso, a detec¢do do controle interno (gene rrs) em todas
as amostras de DNA garantiu a existéncia de DNA gendmico passivel de amplificagéo.

Nos ensaios de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo dos genes hipO
(de C. jejuni) e ask (de C. coli), foram detectados C. jejuni em 19,5% (44/226) das amostras e
C. coli em 1,3% (3/226) das amostras. Também pela utilizacdo de métodos baseados em PCR,
foi descrito um predominio marcante de C. jejuni em amostras fecais de criancas com diarreia
em Vellore, sul da india (RAJENDRAN et al., 2012) e no norte do Libano (DABOUSSI et
al., 2012). Dentre as amostras positivas, ocorreu co-infeccdo em uma amostra perfazendo um
total de deteccdo molecular para C.jejuni ou C.coli de 20,3% (46/226). Co-infecgédo com C.
jejuni e C. coli em uma proporcdo diminuta de casos também foi descrita em trabalho anterior
realizado com criancas da area urbana de Fortaleza (QUETZ et al., 2010) e por Rajendran et
al. (2012).

Nossas reagdes de PCR in house para a deteccdo de C. jejuni/C. coli apresentaram,
conforme determinado anteriormente, as seguintes medidas de acuracia: 31,7% de VPP (valor
preditivo positivo), 98,9% de VPN (valor preditivo negativo), 81,8% de sensibilidade e 90,1%
de especificidade (QUETZ et al., 2012). Os valores obtidos no presente trabalho (PCR para
deteccdo de C. jejuni) foram: VPP = 29,2%; VPN = 98,9%; 85,0% de sensibilidade e 86,8%
de especificidade. Apesar de ter apresentado a menor sensibilidade quando comparada com
RT-PCR e ELISA; quando comparados com a cultura microbioldgica, o teste PCR para
deteccdo de C. jejuni obteve maior acuracia que os testes ELISA e RT-PCR e também obteve
0 maior VPP, o que confirma a maior especificidade da PCR em relacdo aos demais, no
contexto do presente estudo (Tabela 11), visto que os iniciadores utilizados para o teste por
RT-PCR deixaram margem & deteccdo de outras espécies de Campylobacter sp. (discusséo
mais aprofundada adiante). Ainda, os erros na medicdo da sensibilidade e especificidade de
um determinado teste irdo surgir principalmente se o teste "padréo ouro” em si ndo tem 100%
de sensibilidade e 100% de especificidade, o que ndo constitui um caso raro dentre as doencas
infecciosas (BANOO et al., 2006), nem dentre as campilobacterioses (OMS, 2001).

Com relagdo as taxas encontradas para a deteccdo molecular de C. jejuni, estudos

anteriores demonstraram o aumento da taxa de deteccdo de Campylobacter sp. por métodos
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moleculares, quando em comparacdo com métodos baseados em cultura (INGLIS; BORAS;
HOUDE, 2011; MAHER et al., 2003;. SINGH et al., 2011; SINHA et al., 2004). Tais estudos
sugerem gue métodos baseados em cultura podem subestimar a prevaléncia de infeccdes por
Campylobacter sp. e que os metodos baseados em PCR seriam mais eficazes para sua
deteccdo (MAHER et al., 2003;. SINGH et al., 2011). Inglis, Boras e Houde (2011), pela
utilizacdo de métodos moleculares, revelaram que 12,2% e 4,3% de infec¢bes por C. jejuni e
por C. coli, respectivamente, ndo obtiveram deteccéo pelos métodos de identificacdo baseados
em cultura. Na india, um estudo que avaliava casos de Sindrome de Guillain-Barre precedidos
por infeccdo por C. jejuni demonstrou que a taxa de deteccdo de Campylobacter sp. utilizando
ferramentas moleculares atingiu 19% de identificacdo, ao contrario da taxa de deteccdo de
5%, utilizando coprocultura (SINHA et al., 2004). No Japao, foram encontradas sequencias de
DNA de C. jejuni nas fezes de um individuo com enterite infecciosa no 3° dia da doenca,
enquanto a coprocultura realizada com a mesma amostra foi negativa (NAKAMURA et al.,
2008).

Uma explicacdo plausivel para tal diferenca de taxas de deteccdo entre as técnicas de
microbiologia convencional e as técnicas moleculares é a de que a coprocultura para detec¢do
de Campylobacter sp. apresenta algumas limitacGes significativas, a saber: 0 micro-organismo
é exigente e pode atingir 0 estado conhecido como ‘viavel ndo-cultivavel’ com a ocorréncia
de variagdes de pH, teor de umidade, temperatura, teor de nutrientes e salinidade (JACKSON
et al., 2009).

Por outro lado, a dificuldade de se obter alta sensibilidade no teste reconhecido como
padrdo-ouro para a causa microbioldgica de infeccdo intestinal por Campylobacter sp. (visto
que a coprocultura pode sofrer influéncia das varidveis ambientais descritas acima)
enfraquece o significado clinico das deteccdes moleculares. O conhecimento convencional é o
de que deve haver um agente causal principal para a doenca diarreica em curso, porém esse
paradigma tem sido desafiado pelo aumento da deteccdo de infeccGes mistas pelos métodos
moleculares (PLATTS-MILLS; OPERARIO; HOUPT, 2012; SINHA et al., 2013). Assim, a
incorporagdo bem sucedida de diagndstico molecular para doencas diarreicas em geral, e para
as campilobacterioses em particular, exigird tanto uma compreensdo cuidadosa dos aspectos
técnicos quanto uma avaliacdo de aspectos clinicos, epidemiologicos e imunologicos.

Os aspectos imunoldgicos mencionados a pouco apresentam grande importancia
principalmente nos paises em desenvolvimento. Havelaar et al. (2009) sumarizaram o
conhecimento vigente sobre a resposta imune inata e adaptativa montada pelo hospedeiro

contra C. jejuni. Com relacdo a imunidade inata, experimentos in vitro indicam que C. jejuni
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estimula a producéo de beta-defensinas que apresentam efeito bactericida direto pela ruptura
da parede celular bacteriana. Além disso, C. jejuni regula positivamente quimiocinas e
citocinas essenciais para as respostas pro-inflamatorias e o recrutamento de fagocitos. C.
jejuni é ingerido e eliminado pelos fagocitos profissionais em extensao variavel, a depender
das diferentes espécies de hospedeiros. Ja a imunidade especifica parece contribuir para a
limitacdo da doenca por C. jejuni e leva ao desenvolvimento de imunidade protetora, hipotese
suportada pelos relatos de infeccbes graves e persistentes por C. jejuni em individuos
agamaglobulinémicos e com outras formas de comprometimento da resposta imune. Além
disso, os relatos de doenca sistémica por espéecies de Campylobacter sp. sdo majoritariamente
descritos em individuos imunocomprometidos (HAVELAAR et al., 2009).

A resposta imune inata e adaptativa, portanto, possui papel inconstestavel na resolucéo
da infeccdo por espécies do género Campylobacter (TRIBBLE et al., 2010). E provavel ainda
que ocorra uma protecdo contra a doenga clinica adquirida em individuos mais velhos apds
exposicdes repetidas (QUINLAN, 2013) e, a implicacdo para os estudos epidemioldgicos nos
paises em desenvolvimento dessa protecdo contra Campylobacter sp. € que o contato
frequente com fontes de infeccdo (por habitos alimentares peculiares ou decorrente das
condicGes higiénicas precérias) torna comum a ocorréncia de portadores que, apesar de nédo
estarem necessariamente doentes, contribuem com a manutencdo da endemicidade do
patégeno (PLATTS-MILLS; OPERARIO; HOUPT, 2012).

No presente estudo, a idade baixa das criangas recrutadas nos leva a pensar em
infeccdo primaria, embora seja impossivel definir precisamente tal informacdo com o tipo de
estudo observacional aqui realizado.

Um estudo que potencialmente ajudara a elucidar a questdo sobre a idade comum de
ocorréncia da primeira infeccdo por C.jejuni em nosso meio é o estudo coorte em andamento
no Instituto de Biomedicina do Semiarido Brasileiro da Universidade Federal do Ceara
(IBISAB/UFC), o Projeto Mal-ED, sitio Fortaleza. Os dados parciais computados no periodo
compreendido entre 2010-2012 — provenientes da avaliacdo de criangas, residentes na area
urbana carente de Fortaleza, acompanhadas mensalmente desde o nascimento até os 24 meses
de idade — nos permitem fazer algumas consideragdes (MAL-ED, 2012).

Analises iniciais do Projeto Mal-ED em Fortaleza demonstram que 8,6% (197/2.297)
das amostras fecais coletadas foram positivas por ELISA para detec¢do de antigenos de
superficie de C. jejuni/C. coli, o equivalente a 58,5% (113/192) criangas com diagnostico
imunoenzimatico positivo em pelo menos um momento do estudo (coletas mensais de

amostras fecais realizadas entre 0s meses 1-12 e ainda nos meses 15, 18, 21 e 24, totalizando
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16 avaliagBes/crianca). Dentre os individuos recrutados, as positividades iniciais para C.
jejuni/C. coli ocorreram em meédia no sétimo més de vida (média = 7,3 meses; d.p.= 3,83;
mediana= 7; minimo= 1 més; maximo= 23 meses). Uma porcentagem expressiva dessas
criancas teve a primeira deteccdo antes dos 12 meses de idade (88,5%; 100/113), sendo ainda
mais intrigante o fato de que tal detecgéo ocorreu ainda no primeiro més de vida em 5,3%
(6/113) dos casos.

Ainda em relacéo aos dados preliminares do estudo Mal-ED, foi relativamente comum
a ocorréncia de deteccdo continuada (38,9%, 44/113) — ou seja, uma mesma crianga
apresentou amostras positivas para C. jejuni/C.coli em diferentes meses do estudo (por vezes
contiguos) — durante as avaliacBes mensais de presenca de enteropatdgenos.

Caracteristicas da infeccdo por Campylobacter sp. permitem inferir que algum
percentual de individuos em processo de recuperacdo apresentem diagnostico positivo,
principalmente o diagndstico molecular e/ou imunoenzimatico, por serem esses mais sensiveis
que o diagnostico baseado em cultura. Tais caracteristicas incluem a duragdo média da doenga
(dois a sete dias) e o periodo de duracdo da excrecdo de Campylobacter sp. nas fezes, que
ocorre entre sete e 21 dias apds a ingestdo do micro-organismo (WYSOK; URADZINSKI,
2009). Em individuos sem tratamento, a excrecdo de Campylobacter sp. pode persistir por até
trés meses (RUIZ-PALACIQOS, 2007). Tais individuos excretores saudaveis ou em periodo de
convalescenga podem ser considerados como “reservatorios”, contribuindo para novas
infeccdes (PAZZAGLIA et al., 1991).

Levine e Robbins-Browne, recentemente, tentaram sumarizar as causas relacionadas
com os patdgenos e com o hospedeiro para a excrecdo de enteropatdgenos em individuos sem
diarreia (LEVINE; ROBINS-BROWNE, 2012). Estudos de infeccdo experimental em
voluntarios adultos saudaveis, que foram desafiados com cepas de C. jejuni revelaram que
algumas cepas causam diarreia mais facilmente do que outras, sendo que algumas cepas
apresentaram baixa patogenicidade. Além disso, dentre as cepas causadoras de diarreia, a
duracdo, gravidade e sintomas variaram amplamente. Assim, parece existir heterogeneidade
entre as cepas que estdo em circulagdo na populacdo humana, com algumas cepas mais
propensas a causar doenga do que outras (BLACK et al., 1988).

Atributos de viruléncia ou outras caracteristicas que sejam exclusivas das cepas
diarreiogénicas ainda ndo foram encontrados, e até que tais caracteristicas sejam identificadas
de forma inequivoca — para uma possivel diferenciacdo eficaz das cepas altamente
patogénicas das cepas indcuas ou com baixo grau de patogenicidade — a variabilidade entre

individuos relacionada a apresentacdo da doenca ndo podera ser unicamente atribuida nem a
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variabilidade das cepas circulantes nem a uma variabilidade individual ou circunstancial de
cada hospedeiro (LEVINE; ROBINS-BROWNE, 2012).

Outra possibilidade para avaliar especificamente a utilidade do diagndstico molecular
e imunoenzimatico para as enterites causadas por Campylobacter sp. seria a realizagcdo de
pesquisa de anticorpos anti-Campylobacter no soro, como proposto anteriormente (STRID et
al., 2001). Tal trabalho avaliou IgG, IgM e IgA em 631 soros de 210 pacientes com
campilobacteriose e adicionalmente, em 164 soros de um grupo controle para determinr o
ponto de corte (cut off). Strid et al. obtiveram alta sensibilidade com a combinacgéo dos niveis
encontrados para as trés imunoglobulinas (90%) e ainda, com o acompanhamento dos
pacientes, demonstraram que os niveis de 1gG anti-Campylobacter ainda seguia elevada 4,5
meses apos a infec¢do, enquanto os anticorpos IgA e IgM estiveram elevados durante a fase
aguda da infec¢cdo, mas ainda até dois meses apds o inicio da infeccéo.

Anélises mais aprofundadas sobre a existéncia de infeccBes mdltiplas nos casos do
Projeto Mal-ED descritos acima, ou ainda, sobre a relacdo entre diagndstico positivo de
Campylobacter sp. e desnutricdo — relacdo evidenciada na América do Sul nos ultimos seis
anos (FERNANDEZ et al., 2008; QUETZ et al., 2010; LEE et al., 2013) e também na india
(GUPTA et al., 2011) — ainda estdo em andamento. Além disso, a deteccdo molecular de C.
jejuni e de outros patdgenos nas amostras do estudo Mal-ED sera realizada por PCR-
Luminex, pela utilizagdo dos protocolos descritos por Liu et al. (2011, 2012), e muito
provavelmente tais testes auxiliardo nas avaliacGes sobre a utilidade clinica dos diagndsticos
moleculares e imunoenzimaticos.

Voltando aos achados do presente estudo, a taxa de deteccdo de C. jejuni ou C. coli
encontrada por PCR (20,3%; 46/226), é comparavel a varios outros estudos que
diagnosticaram a infeccdo por Campylobacter sp. em casos de diarreia infantil, a saber: 7% no
Teerd e no Paquistdo (JAFARI et al., 2009; SOOFI et al., 2011); 9,7% em Madagascar
(RANDREMANANA et al., 2012); 11% no norte do Libano (DABOUSSI et al., 2012);
14,3% no Uruguai (MOTA et al., 2010); 17,2% no Egito (PAZZAGLIA et al., 1995); 30,8%
no Canada (KABORE et al.,2010); e até mesmo 52% em criancas de até 4 anos na Bulgaria
(IVANOVA et al., 2010).

Em contraste, trabalho recente que diagnosticou C. jejuni e C. coli em amostras de
criancas com e sem diarreia por diagnéstico molecular em Belo Horizonte, Minas Gerais
(SILVA, 2012), apresentou taxas bastante inferiores as encontradas no presente estudo, em
torno de 2,2%. Tal diferenca pode ser explicada pelos contrastes socioecondmicos — trazidos a

reflexdo pela Comisséo Nacional sobre Determinantes Sociais da Saude — entre as regides
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brasileiras Sudeste e Nordeste (FIOCRUZ, 2008). Resumidamente, tal comissdo demonstrou
que o nuamero de Obitos por diarreia foi quatro vezes maior na regido Nordeste quando
comparado a regido Sudeste, evidenciando diferencas regionais quanto ao acesso e a
qualidade da atencdo a saude, e possivelmente também quanto ao nimero de casos de diarréia
infecciosa (FIOCRUZ, 2008). Podem ainda ser aludidas diferengas experimentais (ON, 2013;
ON et al., 2013).

Em suma, na América do Sul, as prevaléncias de isolamento de Campylobacter sp. em
criancas com diarreia variou entre 2,3% e 23,0%, de acordo com a revisdo de Fernandez
(2011).

Besséde et al. (2011), na Franga, trabalho o qual ainda retomaremos a discutir adiante,
demonstraram a necessidade de ser reavaliada a forma de diagnostico de Campylobacter sp.,
sendo considerados resultados positivos aqueles cujo diagndstico microbioldgico foi dado e,
para as amostras sem cultura positiva, aqueles resultados simultaneamente positivos por pelo
menos um método molecular e um imunoenzimatico simultaneamente. Por essa classificacao,
e pela analise da Tabela 8, teriamos uma prevaléncia final um pouco menor, de 16,4%
(37/226), mas ainda comparavel aos estudos mencionados nos paragrafos anteriores.

A importancia da presenga de C. jejuni/C.coli na populagao infantil de Fortaleza ainda
necessita de estudos de maior abrangéncia. Isso porque, além do episoédio de diarreia nas
criangas acometidas — sendo os parametros clinicos mais comuns aqui descritos na
campilobacteriose, a dor abdominal, a febre e os vomitos — houve, ainda que ndo mensurada,
a geracdo de custo durante o atendimento/internacdo para o sistema hospitalar e para a
familia.

Apenas na cidade de Fortaleza, o custo que o Sistema Unico de Sadde computou para
as internacOes por diarreia e gastroenterite de origem infecciosa presumivel, para criancas
menores de quatro anos de idade, foi de R$ 71.213,63 para o periodo compreendido no
presente estudo (margo/2008 a abril/2009) (DATASUS, 2013). Ainda, tal custo computado
para o Brasil, no mesmo periodo, foi de R$ 28.905.507,93 (DATASUS, 2012b). Por
extrapolacdo, contando que a prevaléncia de 16,4% para as infeccdes por Campylobacter sp.
encontrada em nosso trabalho [de acordo com a classificacdo de Besséde et al. (2011); ver
discussdo mais aprofundada adiante], seja representativa da populacao infantil brasileira, o
valor total estimado para internacGes decorrentes de infeccao intestinal por Campylobacter sp.
em Fortaleza teria sido de aproximadamente R$ 11,6 mil no periodo de margo/2008 a

abril/2009 e de R$ 4,74 milhdes no mesmo periodo em &mbito nacional.
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O custo para as familias € de dificil contabilizacéo e seu calculo extrapola os objetivos
do presente trabalho, mas, € plausivel que as mesmas tenham tido de arcar com o custo do
deslocamento até a unidade de atendimento, com o maior numero de fraldas gastas, com a
mudanca na rotina alimentar da crianca e possivel falta ao trabalho, além de, quando
aplicavel, gastos com a medicacao prescrita.

Rheingans et al., em dois trabalhos distintos, sendo um na Africa (2012a) e outro na
Asia (2012b), demonstraram que as familias se depararam com uma carga econdmica
substancial devido a diarreia infantil. O custo total médio de todos os episodios considerados
variou de $ 2.63 na Gambia a $ 6.24 no Quénia, no estudo africano, e $ 1.82 em Bangladesh a
$ 6.47 no Paquistdo (Asia). Tais valores, embora sejam de pequeno valor em termos
absolutos, podem ser substanciais em relacdo a renda de familias pobres resultando em
cuidados reduzidos e agravamento do quadro de salde das criancas, o que pode ser
exemplificado pelo seguinte achado do trabalho africano: dentre as familias que ndo buscaram
atendimento médico para suas criangas, cerca de 40% alegaram que 0s custos com transporte
seriam altos demais para o or¢camento familiar. Além disso, 0s episodios diarreicos sdo
frequentes em criancas menores de cinco anos de idade, o que implica que essas despesas
podem precisar ser efetuadas regularmente (RHEINGANS et al., 2012a, 2012b).

Ainda, além do 6nus imediato descrito acima, segundo dados recorrentes da literatura
médica, os individuos apresentam um risco variavel de sofrerem sequelas pos-infeccdo por C.
jejuni, como a Sindrome de Guilain-Barré (SGB) (KALRA et al., 2009; NYATI; NYATI,
2013), a artrite reativa (WYSOK; URADZINSKI, 2009) e a Doenca do Intestino Inflamado
(GRADEL et al., 2009a). A ocorréncia das sequelas pos-infeccdo parece depender de
variaveis ainda em avaliagdo, como a susceptibilidade genética dos individuos (NIELSEN;
STEFFENSEN; EJLERTSEN, 2012). Nielsen, Stefensen e Ejlertsen, em 2012, associaram a
ocorréncia de polimorfismos nos genes que codificam IL-18 e INF-gamma com o risco de
desenvolvimento de artrite reativa na Dinamarca. Outros autores, no entanto, sustentam que
variacbes nas cepas bacterianas sdo responsaveis pelo desencadeamento das sequelas
(ZHANG et al., 2010).

Gradel et al. (2009) na Dinamarca, apés 15 anos de acompanhamento em um estudo
coorte, demonstraram que houve um risco aumentado de ocorréncia de Doenga do Intestino
Inflamado em individuos com registros laboratoriais prévios de enterite por espécie de
Campylobacter (GRADEL et al., 2009a). Com relacdo a Sindrome de Guillain-Barré, Kalra et
al. (2009) concluiram que mesmo infec¢Bes subclinicas por C. jejuni foram importantes

antecedentes de SGB na populacdo infantil indiana.
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Na Nova Zeléandia, foi realizado um estudo sobre campilobacteriose e SGB no periodo
compreendido entre 1988-2010. Durante esse periodo, a partir do ano de 2006, ocorreram
intervencdes regulatorias bem sucedidas com o intuito de diminuir a contaminacao da carne
de frango por Campylobacter sp. Os dados finais do trabalho demonstraram que, apds trés
anos de intervencdes regulatorias, as notificacdes de campilobacteriose declinaram em 52% e
que tal declinio foi acompanhado pela diminuicdo de 13% dos casos de internagdes por SGB;
concluindo assim que a incidéncia de uma doenca infecciosa aguda, a enterite por
Campylobacter sp., pode influenciar a incidéncia de uma condi¢do neuroldgica grave, a SGB
(BAKER et al., 2012).

Mundialmente, estima-se que a SGB e outras complicagdes ocorram a uma taxa de
aproximadamente 1/1.000 infec¢des por C. jejuni (ALLOS, 2001).

No Brasil, entre os anos de 1990 e 1996, a incidéncia anual de SGB foi de 0,4 a 0,6
casos/100.000 habitantes, em menores de 15 anos. Em um estudo na cidade de S&o Paulo,
entre 1995 e 2002, a incidéncia anual foi de 0,6 casos por 100.000 habitantes (DIAS-TOSTA
et al., 2002; ROCHA et al., 2004). Em relatos de casos encontrados na literatura nacional, ndo
existiam dados sobre a infeccdo prévia por Campylobacter sp. (BOLAN et al., 2007;
FERRARINI et al., 2011; NEVES et al., 2007), embora doenca diarreica prévia tenha sido
descrita em alguns dos casos (SANTANA et al., 1996). No geral, os casos da UTI pediétrica
de Porto Alegre, descritos por Santana et al. (1996), demonstraram 0s seguintes parametros
clinicos: 100% apresentaram perda de funcdes motoras e hipotonia, hiporreflexia em 76%,
paraplegia em 52%, rigidez da nuca em 38%, dor nos membros inferiores em 14% e, 5%
apresentaram perda de controle esfincteriano. Em 38% das criancas foi necessario o uso de
ventilacdo artificial, uma delas chegando a utiliza-la por 180 dias.

Pelo exposto, portanto, 0 acompanhamento necessario para avaliar o risco das criancas
fortalezenses, expostas as enterites causadas por C. jejuni, desenvolverem sequelas pos-
infeccdo demandaria um estudo amplo e de longa duragéo, preferencialmente em conjunto
com as modalidades clinicas de gastroenterologia, neurologia e reumatologia.

Além disso, no trabalho de Lee et al. (2013), foi demonstrado que a infec¢do por
Campylobater sp., tanto sintomatica como assintomatica, estava associada com o ganho de
peso reduzido nas criangas em um periodo de trés meses de acompanhamento. Ainda, 0
mesmo grupo demonstrou que 0s episodios mais graves de campilobacteriose foram
associados com déficits maiores no crescimento linear € no ganho de peso. Tais

consequéncias para o desenvolvimento fisico também seriam importantes para uma avaliacdo
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em longo prazo nas criancas fortalezenses, expostas as enterites causadas por Campylobacter
sp.

As amostras positivas para C. jejuni (hipO®*, 44 amostras) foram posteriormente
testadas por PCR ou PCR multiplex para a avaliacdo da prevaléncia de genes de viruléncia de
C. jejuni, cujos resultados foram resumidos na Figura 12 e no Quadro 4.

Um perfil variado de combinacdo de genes de viruléncia foi encontrado dentre as
amostras hipO™: 31,8% (14/44) apresentaram seis genes de viruléncia; cinco genes de
viruléncia foram detectados em 52,3% (23/44); quatro genes de viruléncia foram detectados
em 9,1% (4/44) das amostras e um minimo de dois genes de viruléncia foram detectados em
trés amostras (6,8%).

Em acordo com nossos resultados, outros estudos sobre a prevaléncia de genes de
viruléncia também encontraram uma proporcdo muito elevada de tais genes em diferentes
tipos de amostras clinicas ou animais (AL-MAHMEED et al., 2006; ANDRZEJEWSKA et
al., 2011; DATTA; NIWA; ITOH, 2003; HAMIDIAN et al., 2011; TALUKDER et al., 2008;
RIPABELLI et al., 2010), especialmente ciaB (95-98%) e o0 operon cdtABC (85-100%).

Individualmente, as prevaléncias encontradas para 0s genes pesquisados foram: 97,7%
(43/44) para racR e ciaB; 95,4% (42/44) para cdtABC; 88,6% (39/44) para dnaJ; 79,5% para
flaA (35/44) e 45,4% para pldA.

O elevado grau de positividade na detecgdo de tais genes, embora ndo tenha se
refletido em correlacdo com os dados clinicos apresentados pelas criancas (Figura 13), pode
estar relacionado com a importancia das proteinas codificadas por tais genes, tanto para a
colonizagdo em diferentes habitats ecolégicos (produtos dos genes dnaJ, flaA e racR), como
para a invasdo bacteriana (produto dos genes ciaB e pldA) e producdo de toxinas (Toxina
Citoletal Distensora, CDT, codificada pelo operon cdtABC).

Foram atribuidos 01 ponto aos genes cujas proteinas codificadas possuem fun¢do na
colonizacdo da bactéria (genes dnal, flaA e racR) e também para o operon cdtABC.
Atribuimos 02 pontos aos genes que codificam proteinas relacionadas a invasao, visto que a
habilidade de C. jejuni em causar doenca esta comprovadamente relacionada & sua capacidade
de invadir as células epiteliais do trato intestinal (MALIK-KALE; PARKER; KONKEL,
2008). Embora sem alcance estatistico, ao atribuirmos escores as deteccGes dos genes de
viruléncia, ocorreu uma tendéncia das criangas com 0s maiores escores apresentarem o sinal
sangue nas fezes (Figura 13).

Essa atribuicdo de escores e seu achado subsequente, ou seja, de uma tendéncia de

encontro mais frequente dos genes ciaB e pldA nas criangas com diarreia sanguinolenta, esta
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em harmonia principalmente com o gene pldA, encontrado em somente 45% das amostras,
cujo produto codificado é uma fosfolipase que pode clivar a membrana fosfolipidica
conduzindo a lise da membrana. A atividade hemolitica tem sido muitas vezes associada com
a expressdo de fosfolipases em outros patdgenos bacterianos e também Campylobacter sp.
(GRANT et al., 1997).

Trabalhos mais recentes, contudo, tem-se utilizado de uma combinagdo muito mais
ampla de genes e técnicas mais sensiveis, a fim de reavaliar isolados pertencentes as colecGes
caracterizadas anteriormente em perfil minimo, a depender da capacidade técnica/estrutural
vigente nos laboratorios de pesquisa (ZAUTNER et al., 2012; LIMA et al., 2013a).

Ainda, Al-Mahmeed et al. (2006), apesar de terem encontrado um perfil de genes de
viruléncia (cdtB*iam™) associado a doenca diarreica sintomética em sujeitos maiores de 15
anos de idade, demonstraram também um contraste com relacdo a tal evidéncia, visto que
cepas cdtB’iam” foram encontradas em criangas menores de trés anos de idade com diarreia
sintomatica na mesma proporgdo que as cepas cdtBiam™ e cdtB*iam’, o que sugere que a
idade, e também outros fatores subjacentes — como a desnutricdo — possam ser mais
importantes na susceptibilidade para a ocorréncia de manifestacdes clinicas do que a
variabilidade das cepas circulantes.

Em casos de campilobacteriose, o mais estudado dos fatores de viruléncia de C. jejuni
é CDT. Mortensen et al. (2011), na Dinamarca, estudaram amostras clinicas de 30 pacientes
com diagnostico confirmado de infeccdo por C. jejuni. Como objetivo das investigacoes, 0
grupo determinou o nivel de expressdo bacteriana de CDT in vitro, além dos efeitos de
anticorpos neutralizantes no soro dos pacientes. Tal estratégia poderia ser atil no
aprofundamento de nossos trabalhos em campilobacteriose intestinal, uma vez que
observamos uma diferenca na prevaléncia dos genes cdtABC entre o presente estudo (95%;
42/44) e um estudo caso-controle local anterior (57,1%; 8/14 — QUETZ et al., 2010),
sinalizando uma possivel diferenca de viruléncia entre as infeccbes por C. jejuni que
requerem e as que ndo requerem atendimento médico de urgéncia. Tal suposicdo precisa de
estudos adicionais para sua confirmagdo, com captacdo simultdnea dos casos de
campilobacteriose que precisam de atendimento médico e dos casos de diarreia que
dispensam tal abordagem.

O plasmideo pVir, por sua vez, codifica um sistema de secrecdo de tipo 1V que pode
afetar a viruléncia de C. jejuni. A andlise da sequéncia parcial de pVir revelou a presenca de
sequéncias que codificam proteinas com certo grau de homologia com os componentes dos

sistemas de secrecdo tipo V. A mutacdo de tais genes plasmidiais reduziu tanto a adesdo
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como a invaséo de celulas INT407 quando comparadas com a infeccéo por cepa selvagem 81-
176 (isolada ap6s um surto de enterite cuja fonte contaminante foi leite ndo pasteurizado).
Tais estudos in vitro aliados a deteccdo dos genes plasmidiais em aproximadamente 10% dos
isolados clinicos de campilobacterioses nos paises desenvolvidos, levou um grupo a defender
0 envolvimento dos plasmideos na viruléncia de C. jejuni (BACON et al., 2000).

N&o detectamos pVir em nenhuma das amostras hipO®, nem mesmo em amostras de
criancas cujos responsaveis relataram ocorréncia de diarreia sanguinolenta (13/44). Essa
correlacdo, entre diarreia sanguinolenta e diagndstico de pVir, foi apresentada previamente
por Tracz et al. (2005), em Alberta, Canada. Tal trabalho demonstrou que 53% dos pacientes
infectados por cepas de C. jejuni-pVir® apresentaram sangue nas fezes, em contraste com
apenas 12% de pacientes infectados com cepas C. jejuni-pVir  que apresentaram sangue nas
fezes (p=0,011), dado que levou o grupo a sugerir que pVir fosse um marcador importante de
infeccéo invasiva.

Em 2006, no entanto, outro grupo apresentou resultados diversos do grupo canadense.
Louween et al. (2006), na Holanda, descreveram uma auséncia de correlacdo entre diarreia
sanguinolenta e a presenca do plasmideo pVir.

A auséncia de pVir no presente trabalho pode ser explicada por caracteristicas
geogréficas da infeccdo por Campylobacter sp., como anteriormente sugerido por Louween et
al. (2006). O presente dado sobre a ndo deteccdo de pVir é importante para estudos futuros,
como um marco zero, visto que o trabalho do grupo foi o primeiro a caracterizar os genes de
viruléncia para C. jejuni no Brasil (QUETZ et al., 2012).

Estudos adicionais serdo necessarios para fins de comprovacdo, possivelmente pelo
aumento do namero de genes plasmidiais a serem avaliados, além dos perfis de resisténcia e
susceptibilidade aos antimicrobianos (quando o armazenamento da cepa isolada for possivel).
Técnicas mais avancadas poderiam ser empregadas, como, por exemplo, a deteccdo
plasmidial por microarray, como proposto anteriormente para fins de investigacdo da
conservacao e variabilidade genética intra- e inter-espécies (FRIIS et al., 2007).

Em conjunto, portanto, nossos dados sobre os genes de viruléncia de C. jejuni sugerem
que, dentre os genes estudados, ocorreu variabilidade discreta entre as cepas de C. jejuni
presentes em criancas com doenca diarreica na cidade de Fortaleza, Ceara, Brasil. Estudos
futuros, principalmente do tipo caso-controle, serdo necessarios para avaliar se o perfil de
genes de viruléncia apresenta papel na deflagracdo da doenca ou em sua gravidade. A
utilizacdo de técnicas que necessitam do DNA proveniente dos isolados, como Multilocus

Sequencing Typing (MLST), seria interessante para a determinacdo precisa de tal
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variabilidade, inclusive contaria, em estudos ampliados, com a possibilidade de determinagéo
da fonte contaminante (ON, 2013; SHIN et al., 2013; SPROSTON et al., 2010).

Atualmente existe um sitio eletrénico contendo um banco de dados de gendtipos de
Campylobacter sp. com curadoria partilhada por pesquisadores da Universidade de Oxford,
Reino Unido (COLLES; MAIDEN, 2012). Atualmente tal sitio eletrénico abriga 155.870
sequéncias de DNA e 6.323 perfis de MLST (CAMPYLOBACTER MLST, 2013). A
divulgacao e utilizacdo de tal ferramenta e a criacdo de interface para a insercao de sequéncias
de todas as partes do mundo so foi possivel com o advento de ferramentas de bioinformatica
(JOLLEY; MAIDEN, 2010).

Com relagdo ao conjunto de testes utilizados para diagnostico, ocorreu, embora de
forma ndo significativa, um predominio de meninos dentre 0s casos com diagndstico
microbiol6gico sugestivo de Campylobacter sp. (0,68; razdo sexo masculino/total), com
diagndstico molecular de C. jejuni (0,57 tanto para PCR e para RT-PCR); com diagnostico
imunoenzimético de Campylobacter sp. (0,62) ou ainda, com todos os quatro tipos de
diagnostico positivo (0,69; n=16).

O dimorfismo sexual em doencas infecciosas € uma situacdo na qual a incidéncia da
doenca é repetidamente mais relatada, na literatura cientifica, como mais prevalente em um
género (MARRIOT; HUET-HUDSON, 2006). Embora seja hipotetizado que, para
campilobacteriose, fatores fisioldgicos desempenhem um papel importante na maior
incidéncia no género masculino, diferencas comportamentais e fisiol6gicas tém sido sugeridas
como causa do viés de género (STRACHAN et al., 2008).

O presente estudo ndo apresenta o poder para avaliar o significado de se ter encontrado
mais meninos dentre as criangas com algum diagnostico para Campylobacter sp., pois havia,
no geral, mais meninos recrutados do que meninas (0,58) (QUETZ et al., 2012). No entanto,
foi encontrado anteriormente em estudo africano, que dentre criancas de até 48 meses de
idade, os meninos sofreram uma incidéncia significativamente maior de diarreia do que as
meninas (4,4 episodios/ano em meninos contra 3,6 episédios/ano em meninas) (WYRSCH et
al., 1998). Na india, Mahendraker et al. (1991) relataram que 0s meninos menores de cinco
anos de idade eram mais propensos a sofrerem de doenca diarreica do que as meninas da
mesma idade (63,2% contra 36,8%, p<0,05).

Por outro lado, na Guatemala, América Central, embora n&o tenha ocorrido diferenga
nas taxas de diarreia apresentadas entre 0s géneros, os meninos com doenca diarreica foram
mais encaminhados para o atendimento médico do que as meninas, embora ndo se tenha

aventado as razdes para tal fato (DELGADO et al., 1983). Ainda, o grupo de Rheingans, com
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seu trabalho sobre o impacto econdmico das doencas diarreicas para as familias africanas,
demonstrou que o género das criancas era 0 segundo determinante mais importante para o
direcionamento dos gastos do orcamento familiar com doenca diarreica infantil na Gambia e
no Mali, sendo que, embora ndo tenha ocorrido diferenca na freqiiéncia de diarreia moderada
a grave entre meninos e meninas nesses dois paises, 0s gastos domésticos diretos e o0 custo
médico total para 0os meninos foram aproximadamente duas vezes maiores que para as
meninas (RHEINGANS et al., 2012a).

Segundo os autores, hd duas possiveis explicacbes para essa associa¢do, sendo a
primeira a possibilidade de que tal discrepancia reflita as diferencas na gravidade da doenca
diarreica entre meninos e meninas, o que resultaria na necessidade de maior cuidado para os
meninos. A segunda interpretacdo possivel é que as diferencas de alocacdo de recursos
familiar refletem uma desvantagem de género para as meninas (RHEINGANS et al., 2012a).
De fato, alguns estudos tém documentado a menor alocacdo de recursos para a saide das
meninas em ambientes de baixa renda (PANDEY et al., 2002; POKHREL et al., 2005). Tal
constatacdo ndo foi evidenciada em estudos brasileiros até o presente momento. Ao contrario,
dados demonstram que as diferencas de género na morbidade infantil variam com a idade,
sendo desfavoraveis aos meninos até os 10 anos de idade (PINHEIRO et al., 2002).

Quanto aos variados percentuais de detecgdo de Campylobacter sp. obtidos com as
quatro metodologias utilizadas (cultura em meio seletivo, PCR, RT-PCR e ELISA), temos
gue 0s maiores percentuais de detec¢do foram encontrados, respectivamente, por:

ELISA (37,9%; 58/153), RT-PCR (26,7%; 60/225), PCR (20,3%; 46/226) e cultura
microbioldgica seletiva (8,9%; 20/225).

As caracteristicas fundamentais de desempenho de um teste destinado a discriminar os
individuos infectados e os ndo infectados sdo a sensibilidade, isto é, a probabilidade de que
um individuo verdadeiramente infectado ter seu teste positivo, e a especificidade, isto €, a
probabilidade de que um individuo verdadeiramente ndo infectado ter seu teste negativo. Tais
medidas sdo geralmente expressas como uma percentagem e sdo normalmente determinadas
contra um teste padrdo de referéncia, por vezes referido como um teste “padrdo de ouro"
(BANOO et al., 2006).

Os testes utilizados, no presente trabalho, em comparacdo com o cultivo
microbiologico, apresentaram os seguintes valores de sensibilidade (S) e especificidade (E):
S=100% e E=71,2% (ELISA); S=90% e E=79,9% (RT-PCR), e S= 85% e E=86,8% (PCR).

Duas outras importantes medidas de desempenho de testes diagnosticos sdo o valor

preditivo positivo (VPP), ou seja, a probabilidade de que os testes positivos pelo teste sejam
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de individuos realmente infectados, e o valor preditivo negativo (VPN), a probabilidade de
que os testes negativos pelo teste sejam de individuos realmente ndo infectados. Ambas as
medidas, sdo muitas vezes expressas em porcentagem, e dependem nédo s6 da sensibilidade e
da especificidade do teste, como também da prevaléncia da infec¢do na populacdo estudada
(BANOO et al., 2006). Utilizamos no presente estudo uma prevaléncia de 6,0% (QUETZ et
al., 2012).

Como mencionado anteriormente, a medicdo da sensibilidade e especificidade de um
novo teste proposto ira depender da sensibilidade e da especificidade do teste definido como
"padrdo ouro”, o que constitui um grande obstaculo nas doencas infecciosas em geral e
também em relacdo as campilobacterioses (BANOO et al., 2006; OMS, 2001; ON,.2013),
pois no momento, € possivel interpretar que as vantagens na implementacdo de novos
métodos é evidente (LINDSAY et al., 2013; M’IKANATHA et al., 2012).

Em geral, para as doencas diarreicas, quando os metodos de cultura identificam o
micro-organismo alvo, podemos afirmar que o mesmo é verdadeiramente presente. No
entanto, um resultado negativo pode ser real, porque 0 micro-organismo ndo esta presente, ou
falso, por variadas razdes: (i) o micro-organismo ndo cresceu como resultado de inibicédo
inadvertida pelos meio seletivos escolhidos, (ii) as condicBes de transporte dos espécimes
comprometeram a viabilidade do micro-organismo ou (iii) ocorreram ineficiéncias nos
protocolos do laboratdrio executor (LINDSAY et al., 2013).

A baixa sensibilidade do diagnostico microbiolégico convencional para
Campylobacter sp. foi apontada de forma inequivoca em 2011 na Franca, por Besséde et al.,
que sugeriram que as orientagdes para deteccdo de Campylobacter devem ser modificadas em
um futuro préximo. O grupo utilizou sete testes diferentes para diagnostico de Campylobacter
sp. em 242 amostras de pacientes hospitalizados com doenca diarreica sintomatica, e, pela
combinacdo dos resultados, destacaram os limites da cultura como método de deteccdo de
Campylobacter nas fezes, apontando uma sensibilidade de apenas 60% quando comparada
com 0s ensaios imunoenzimaticos e os métodos moleculares. Apontaram ainda, como no
presente estudo, que uma maior deteccdo é obtida por teste imunoenzimatico, seguido pelos
testes moleculares (BESSEDE et al., 2011).

Possivelmente, a explicagdo para tdo baixa sensibilidade do diagnostico
microbiologico se deve ao fato de que as espécies de Campylobacter sdo bactérias que
apresentam requisitos especiais de cultivo, sendo o principal um ambiente pobre em oxigénio.
Durante o processamento do material fecal, as bactérias podem ter contato prolongado com a

atmosfera normal, e, como fator complicador, a usual utilizacdo de kits comerciais para a
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geragdo do ambiente propicio ao crescimento das espécies microaerdfilicas gera uma
diminuic&o progressiva na tensdo de oxigénio (BESSEDE et al., 2011).

Além disso, os meios seletivos geralmente utilizados contém antimicrobianos que
podem inibir certas cepas de Campylobacter sp. Ocorrem ainda aspectos negligenciados como
a exigéncia de hidrogénio gasoso na atmosfera cultivo, sem o qual muitas espécies ndo podem
crescer, e, sobretudo porque o crescimento de C. jejuni e C. coli é facilitado por essa
atmosfera contendo hidrogénio gasoso (ON, 2013). llustrando as condi¢des sub-Gtimas de
cultivo, houve relatos de observacdo de bactérias espiraladas em esfregacos de material fecal,
enquanto o crescimento de Campylobacter sp. em meio de cultura seletivo ndo ocorreu
(BESSEDE et al., 2011).

O grupo francés sugere que, na falta de cultura positiva, seja considerada positiva a
amostra que for positiva em ao menos um método molecular e, adicionalmente, um método
imunoenzimatico (BESSEDE et al., 2011).

Considerando essa determinacdo, como descrito acima para fins de célculo do impacto
das campilobacterioses nas internacdes em criancgas brasileiras, o presente trabalho apresenta
um percentual de 16,4% (37/226) amostras positivas que preenchem os critérios de Besséde e
coautores, sendo, além das 20 amostras positivas por cultura, 12 amostras positivas
simultaneamente por PCR, RT-PCR e ELISA, quatro positivas por PCR e ELISA e uma
positiva por RT-PCR e ELISA (Tabela 8).

Inicialmente, a adocdo dessa combinacdo de métodos ainda se destinaria apenas a
pesquisa, Visto que, as caracteristicas técnicas e operacionais requeridas para a realizacdo dos
testes moleculares ndo se apresentam difundidas na vasta maioria dos servicos de saude
periféricos. A utilizacdo desses métodos esbarra no preco dos equipamentos e dos
consumiveis. Ainda, a estabilidade desses € altamente dependente de boas condi¢des de
armazenamento a frio, muitas vezes ausentes (ABUBAKAR et al., 2007; BANOO et al.,
2006).

Outros pontos cruciais seriam tanto o treinamento de pessoal quanto a intensa
padronizacdo inter-laboratorios que se fariam necessarios. Tais necessidades demandariam
esforgos intensivos e combinados, além da definicdo de marcadores adicionais de infeccdo
e/ou de fatores preditivos de cultura negativa, como foi demonstrado em um trabalho sobre a
utilizacdo de RT-PCR para a vigilancia de casos de meningite bacteriana que vem ocorrendo
em Sdo Paulo (SACCHlI et al., 2011).

Os marcadores de inflamag&o intestinal ou de permeabilidade intestinal alterada, por

exemplo, apresentam potencial como indicadores de infec¢do ou de impacto da infecgéo para
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o desenvolvimento infantil (CHEN et al., 2012; KOSEK et al., 2013). J& a determinacdo da
utilizacdo prévia de antimicrobianos ou o tempo e as condi¢des sofridas na fase pré-analitica
pela amostra, desde a coleta até o cultivo, apresentam potencial como fatores preditivos de
cultura negativa (JACKSON et al., 2009; SACCHI et al., 2011; WILSON; BADARUDEEN;
GODWIN, 2011), o que potencialmente poderia explicar a baixa sensibilidade do teste hoje
tido como padréo-ouro.

Ainda com relacdo ao uso de novas técnicas, mesmo 0 ensaio imunoenzimatico é um
teste relativamente caro para a rotina laboratorial e a escolha entre métodos imunoenzimaticos
ou imunocromatograficos, que normalmente se equivalem, deve ser um ponto de futuras
consideracdes para padronizacgo e estudos sobre custo-efetividade (BESSEDE et al., 2011;
DEDISTE et al., 2003; KELLER; COHEN-BACRIE; PRERE, 2011).

O ensaio imunoenzimatico utilizado no presente estudo (ProSpect Campylobacter
Microplate Assay, REMEL, EUA), por exemplo, parece apresentar alta sensibilidade, uma
vez que diagnosticou todos 0s casos positivos por coprocultura.

Estudo anterior que testou 0 mesmo teste da companhia REMEL em 1.250 amostras
fecais, com coprocultura sendo realizada simultaneamente, determinou que tal ensaio
apresentou 89% de sensibilidade e 97% de especificidade para C. jejuni/C. coli (DEDISTE et
al., 2003).

Ainda que tal grupo tenha determinado té&o alta especificidade, foi relatado no mesmo
trabalho que 2,3% (25/1.104) das amostras com coprocultura negativa foram positivas na
ELISA (DEDISTE et al., 2003). Esse dado ¢ interessante, pois o grupo de Dediste estudou
amostras de pacientes da Bélgica, local onde dificilmente se encontraria ou um perfil
endémico de infec¢bes por Campylobacter sp. ou ainda infecgbes assintomaticas, como
descrito para os paises em desenvolvimento (COKER et al., 2002; FERNANDEZ et al. 2008;
FERNANDEZ, 2011; PAZZAGLIA et al., 1991).

Dediste et al. descreveram que o teste ELISA ProSpect foi positivo para infec¢des por
C. upsaliensis (nas quais a possibilidade de co-infeccdo por C. jejuni ou C. coli foi
descartada) em proporcao significativa dos casos (40%). Couturier et al. também reportaram a
deteccdo de antigenos de Campylobacter sp. em amostras negativas pelo cultivo
microbiologico, mas positivas pelo PCR para C. upsaliensis (2013). Em comparagdo com a
prevaléncia de C. jejuni, a ocorréncia de C. upsaliensis como agente etioldgico de diarreia
infantil é rara, embora existente em criangas bastante jovens (média de idade: 15 meses),

como descrito por Jimenez et al. (1999).
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Até 0 momento ndo existem dados sobre a ocorréncia de infecgdes por C. upsaliensis
no Brasil, embora Kuana et al. (2008) tenham demonstrado a circulacdo dessa espécie em
carcacas de frango coletadas de granjas e matadouros de aves no Rio Grande do Sul. Fora do
Brasil, a andlise parcial dos dados da Tanzénia sobre o estudo multicéntrico Mal-ED
demonstrou que, dentre as amostras com ELISA positiva para Campylobacter sp., cerca de
67% dessas, pela caracterizacdo molecular eram C. jejuni/C. coli e 33% das mesmas foram
caracterizadas como Campylobacter sp. ndo-C.jejuni/C.coli, sendo C. hyointestinalis a
espécie mais encontrada (comunicacdo pessoal, Dr. Platts-Mills, 2013). Tais informacdes
apontam para a necessidade de se pesquisar espécies de Campylobacter sp. néo-
C.jejuni/C.coli também na populacéo infantil de Fortaleza, Ceara.

Sobre os dados obtidos com os testes moleculares, podemos inferir porque a detec¢do
dos métodos moleculares utilizados néo foi, no presente trabalho, 100% coincidentes entre si:
ao analisarmos a especificidade dos iniciadores utilizados na RT-PCR, vemos que tal reagéo
foi realizada com iniciadores capazes de detectar ndo somente vérias cepas de C. jejuni
(homologia entre 95-100%), mas também C. coli (homologia de 85%), C. lari, C. hominis e
C. fetus (homologia entre 76-82%) (Quadro 3).

Os avangos laboratoriais decorrentes do uso de métodos moleculares séo
inquestiondveis na gestdo e monitoramento de doencas infecciosas. Tais métodos podem ser
utilizados para a tomada de decisdes clinicas com base em quando e como tratar um paciente,
bem como monitorar a eficacia de um regime terapéutico e identificar as potenciais cepas
resistentes a drogas, 0 que pode gerar impacto sobre o manejo do paciente a longo prazo.
Assim, é esperado que os laboratérios adotem medidas de controle de qualidade para garantir
que os requisitos regulamentares necessarios, tanto em nivel nacional como internacional,
sejam cumpridos. Em esséncia, os laboratdrios devem garantir a adequacao dos seus servicos
através de um sistema de gestdo de qualidade que monitora todos os aspectos do servico de
laboratério nas fases pré e pos-analitica. No entanto, a padronizacao de iniciadores, reagentes
e condi¢cdes de amplificacdo é ainda uma necessidade e ndo uma realidade (KRISHNA,;
CUNNION, 2012; WALLACE; MACKAY, 2013).

Quanto aos ensaios moleculares, qualquer amostra com o DNA especifico de interesse
abaixo do limite de deteccdo ira produzir resultados falso-negativos. Ja os resultados falso-
positivos ocorrerdo se 0s genes, principalmente genes de viruléncia quando encontrados em
elementos moveis como plasmideos, existirem em diferentes espécies, além do agente
patogénico alvo (LINDSAY et al., 2013).
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Em um trabalho recente sobre a concordéncia entre métodos moleculares e cultivo
microbiolégico a partir do estudo GEMS, foi relatado que a concordancia foi
consistentemente maior nos casos de diarreia do que dentre os controles saudaveis. O grupo
apontou que essa observacdo pode ser atribuida a uma maior concentracdo do agente
patogénico nos casos, sendo que quanto maior a concentracdo, mais provavel a deteccdo do
agente patogénico. Portanto, a quantificacdo do nivel de micro-organismos nas fezes pode
melhorar a capacidade para diagnosticar a causa exata da diarreia — abordagem
particularmente importante para os paises em desenvolvimento onde infeccdes multiplas séo
comuns (LINDSAY et al., 2013).

O grupo ainda apontou para a necessidade de melhorias nos testes moleculares, em
termos de genes-alvo e capacidade de quantificacdo para o incremento da utilidade de tais
métodos para o diagndstico das doencas diarreicas nos paises em desenvolvimento
(LINDSAY etal., 2013).

Uma extensa validacdo de novos diagndsticos para as doengas infecciosas é
necessaria, embora tal iniciativa ainda encontre como principais obstaculos os custos e a
dificuldade de acesso a tais metodologias pelos paises em desenvolvimento — 0s que mais se
beneficiariam de tais ferramentas (ABUBAKAR et al., 2007; HOORFAR, 2011). No caso
especifico das campilobacterioses, sem isolamento, identificacdo e subtipagem eficazes, tanto
o diagnostico como as intervencdes apropriadas ndo podem ser efetivos, deixando varios
estudos de cunho epidemioldgico lutando para encontrar validade e legitimidade (ON, 2013).

No presente estudo, os resultados dos testes moleculares também ndo foram 100%
coincidentes com 0 ensaio imunoenzimatico, pois 0 mesmo, embora seja descrito como
especifico para antigenos de superficie de C. jejuni/C. coli, é capaz de detectar de forma néo
especifica outras espécies de Campylobacter sp. (COUTURIER et al., 2013; DEDISTE et al.,
2003).

No presente trabalho ocorreram limitacbes importantes em relacdo ao teste
imunoenzimatico, pois 0 mesmo ndo pode ser realizado em todas as amostras do estudo por
escassez de material bioldgico — o que impossibilitou uma avaliagdo mais completa. Também
ndo avaliamos de forma especifica a ocorréncia de outras espécies que ndo C. jejuni/C. coli.
Ainda assim, a importancia do teste imunoenzimatico como técnica de rastreamento
(screening) foi validada por nossos dados, visto que foi o teste de maior sensibilidade (Tabela
11). A recomendacéo seria, portanto, realizar os métodos moleculares para determinacdo da
espécie envolvida apenas nas amostras positivas por pelo teste de rastreamento (ELISA), o

que vem sendo adotado no estudo coorte Mal-ED.
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Serd de grande utilidade ainda a pesquisa molecular de outras espécies de
Campylobacter sp., como C. concisus, C. curvus, C. fetus, C. hyointestinalis, C. lari, C.
pyloridis, C. upsaliensis e C. ureolyticus, revisadas recentemente como também associadas
aos casos de enterite humana (ON, 2013). Tal pesquisa, para uma abordagem clinica ou
epidemiologica, necessita de vigilancia e supervisdo constantes, além de um estudo
aprofundado sobre o estado atual da classificacdo taxondmica das espécies, visto que
recentemente foi demonstrado que um ensaio originalmente concebido apenas para a detec¢éo
de C. jejuni e C. coli apresentava a capacidade de detectar adicionalmente as espécies C. lari
subsp. concheus e C. volucris (ON, 2013).

O recente trabalho do grupo de On et al. (2013) sugere a ado¢do de um algoritmo para
revalidacdo e certificacdo dos protocolos de pesquisa molecular existentes, visto que a
taxonomia de Campylobacter e micro-organismos relacionados (ou seja, a classe
Epsilonproteobacteria) tem evoluido a cada ano desde 1988 e contém atualmente mais de 100
taxons, o que demonstra que a identificacdo precisa das cepas € especialmente desafiadora.
Ainda, publicacdes especializadas como o International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, nas quais centenas de novas espécies sdo descritas a cada ano,
demonstram que tal dindmica ndo é exclusiva do género Campylobacter, ocorrendo 0 mesmo
com outros patdgenos relacionados a contaminacgdo alimentar.

Resumidamente, as recomendacdes do grupo, para a harmonizacgéo e padronizacao dos
métodos de deteccdo de patdgenos relacionados a contaminacdo alimentar, como
Campylobacter sp., incluem: (i) verificar periodicamente (pelo menos anualmente) as
alteracdes taxondmicas internacionalmente aceitas referentes ao género estudado (utilizando
ferramentas como List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature) (LPSN, 2013);
(ii) Avaliar as relacdes filogenéticas de qualquer novo taxon de relevancia para o laboratorio
participante, e (iii) obter DNA purificado ao menos das cepas com maior parentesco
filogenético para testes de especificidade, a partir de colecfes respeitaveis (ATCC e NCTC,
por exemplo). (ON et al., 2013). Estudos futuros para a deteccdo de outras espécies de
Campylobacter sp., portanto, permitirdo a melhora das técnicas utilizadas assim como a
avaliacdo da importancia de outras cepas ndo-C. jejuni/C. coli para a saude infantil.

Os protocolos de RT-PCR, em geral, apresentam grandes vantagens quando
comparados com a PCR comum, em termos de velocidade e sensibilidade, reducéo de riscos
de contaminacgdo nas etapas de deteccdo e possibilidade de quantificacdo do patdgeno em
unidades formadores de colbnia (CFU) por quantidade de amostra (AMAR et al., 2007;
BARLETTA et al, 2011; KUBISTA et al., 2006; PLATTS-MILLS; LIU; HOUPT, 2013), e
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devem ser priorizados em estudos vindouros, visto que o IBISAB/UFC possui a capacidade
técnica e material para a execucao de tais procedimentos (LIMA et al., 2013b).

Investigacdes futuras devem ser realizadas a fim de se determinar a importancia das
espéecies ndo-C.jejuni/C.coli na populacdo infantil de Fortaleza, além da determinacdo da
quantidade de CFU/amostra em diferentes momentos da doenca clinica no intuito de avaliar
se a carga bacteriana presente nas amostras estaria relacionada a capacidade do exame
microbiologico em diagnosticar a infeccdo (ON, 2013), ou ainda se estaria relacionada aos
parametros clinicos apresentados e/ou surgimento de agravos, como o déficit no
desenvolvimento fisico (LEE et al., 2013). Ainda, desenhos mais complexos de estudos se
fazem necesséarios para a padronizacdo, escolha e adocdo de métodos mais sensiveis para o
diagnostico das infecgbes por Campylobacter sp. (BANOO et al., 2006; LINDSAY et al.,
2013; ON, 2013; ON et al., 2013).
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7 CONCLUSAO

Nos paises em desenvolvimento, onde a motivacdo e capacidade dos laboratérios para
vigilancia epidemioldgica em doencas diarreicas é pequena, estudos transversais sobre a
prevaléncia de enteropatdgenos constituem ferramentas importantes para a avaliagdo de
agentes etioldgicos envolvidos.

Por uma combinacdo de métodos diagnosticos (microbiolégico, molecular e
imunoenzimatico) foi demonstrado que Campylobacter sp. estava presente em 16,4% das
amostras diarreicas estudadas, sendo que as criancas afetadas na cidade de Fortaleza, Ceara,
Brasil, apresentaram, principalmente, dor abdominal, febre e vomitos.

O perfil de distribuicdo dos genes de viruléncia de C. jejuni ndo apresentou correlagao
com a apresentacdo clinica da doenca, mesmo quando tal perfil foi categorizado de acordo
com a funcdo das proteinas codificadas pelos genes (colonizacdo, invasdo ou producdo de
toxina), o que nos leva a crer que outros fatores relacionados ao hospedeiro sejam mais
importantes na defini¢do do quadro clinico.

Corroboramos recentes dados internacionais sobre a necessidade de redirecionamento
das diretrizes para o diagndstico de Campylobacter sp. na infancia, a luz das limitacdes do
diagnostico microbiolégico e das altas sensibilidade e especificidade dos testes moleculares e
imunoenzimaticos.

Estudos futuros serdo necessarios para a determinacdo de fatores de susceptibilidade
do hospedeiro, a quantificacdo dos micro-organismos excretados em diferentes momentos da
doenca clinica, marcadores de inflamacéo intestinal, identificacdo de fatores preditivos de
cultura negativa, além da pesquisa de outras espécies de Campylobacter sp., ndo C. jejuni/coli

e seu possivel impacto na populacéo infantil.
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Areca Tematica Especial: Cooperagao Estrangeira/ Novos Testes Diagndsticos
Patrocinador: National Institute of Allergy and Infectious Disease — NIAID

Sumério Geral do Protacolo

Os objetivos do estudo s@o avaliar a sensibilidace e especificidade do teste
DEC utilizando amostras colhidas de criangas com sinlomas de doenga diarréica em
unidades clinicas situadas em um pais em dessnvolvimento (Fortaleza-Brasil) e avaliar o
efeito do teste de lactoferrina em combinagiio com a coprocuitura para delecgéo de
casos, quando comparado com a cultura isolada de espécimes clinicos

Este estudo envclvera criangas que se apresentem aos servigos de pediatra
amoulatorial no Nordeste do Brasil Sera realizado na Unidade de Pesquisa Clinica da
Universidade Federal do Ceard, com amostras coletadas no Servige de Emergéncias
Clinicas_do Hospital Infantil Albert Sabin. Os critérics de inclusdo requerem que os
individuos™ apresentem 3 ou mais fezes liquicas nas (fitimas 24 horas, e 05 pals
autorizem se for menor de 18 anos; coma fatores de exclusao, que tenham utilizado
antibidtico nos Gitmos 30 dias ¢ os pais nao autorizarem, cu j4 terem sido previamente
recrutados no estudo.

Quando comparecer no servico e concordar em panicipar do estudo, apos
assinatura ao TCLE, o clinico do estudo preenchera um formulario sucinio de
informagdes clinicas; o clinico ou enfermeiro coletard uma amostra de fezes em copo
padrao, se houver emissdo disponivel. Se ndo, o clinico coletard um swab retal, e as
amosira serao transportadas para o laboratério para processamento. Sels swabs @ trés
cnolubos serao preparados, sendo 0 primeiro para coprocultura e provas imunoldgicas
(destino do Unico coletado, se nao houver fezes), © segundo serd inoculade em caldo
MacConkey e incubado overnight, sendo o resultado da cultwa preservado sob
congelamento e posteriormenmne enviado para Seaifle, assim como, 3 criolubos
preench.dos com amostras fecais, etiquetados e congelados para futuras pesquisas com
o DEC cu outros métodos diagnésticos; qualquer amosira restante serd ulilizada para os
testes de lactoferrina

Pelo calculo amostral apresentado, e justificando a baixa prevaléncia dos
patcgenas pesquisados, e caiculado um namero de 11686 individuos. Os dados serao
enviados peia equipe do laboratdrio da UFC ao PATH. Na pdgina 12 consta que ©
astudo é financiado pelc NIAID e NIH com projeto nimero UO1AI61187 “A multiples,
point of care test for enteric pathogens” .

Cont. Parecer CONEP 366/2007.

O projeto é multicéntrico envolvendo a Universidade da Virginia, Universidade Federal
de Fortaleza e o Hospital Albert Sabin na mesma cidade. O pais de origem é EUA, e nao
consta neste projeto que participaré do estudo. Em projeto anexo tescrevendo todo ©
desenvolvimento de testes diagnésticos pelo PATH, é citado que malerial armazenado
de incividuos de |4 serd utilizado, mas sem detalhes (ao redor de 500 amostras, na drea
de Seattle). Nao fica muito claro neste projeto de onde vird este material (coletados nas
clinicas de Seatlle). Nao tem ética do pais de origem. Participam
pesquisadores americanos, Matthew Steele, Bernard Waigl, Richard Guemnant e mais
dois co investigadores e no Brasil o investigador principal é o Prof Aldo Moreira Lima e o
coordenador de campo Luis Carlos Rey, entretanto ninguém & Indicada como
pesquisador responsavel. H& uma carta do Prof Aldo Morelra Lima destacando as
vantagens para o pais, dessa participagao no desenvolvimentc deste teste, pois ajudaria
no tratamento de indmeras criangas em nossc pafs.

Consideracbes
A0 se proceder a andlise do projeto de pesquisa em questdo, em resposia ao
Parecer CONEP n® 067/2007, cabem as seguintes consideragoes:

a) O pesquisador respondeu adequadamente as questdes colocadas, justificando o
embasamento tedrico que fez do problema que anteriorments se baseava em
alaques terroristas. Justificou que a verba destinava-se para algo ligado a este
fato;

b) Justificou a ndo realizagdo no pais de origem, pela etiologia diferente das
diarréias, alegando que nos EUA a maioria é de origem viral e ndo bacteriana
como no local onde sera realizada a pesquisa e para qual se destina o teste em
aesenvolvimento;

c) Forneceu maiores informagoes sobre a coleta de material @ sobre o envio deste
para o exterlor, respondendo satisfatoriamente ds questées colocadas.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa—~ CONEP, de
acordo com as atribuigbes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

Situagéo: Protocolo aprovado.

Brasilia, 24 de abril de 2007,

Tannous
Coordenadora I da CONEP/CNSMS
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ALBERT SABI COMITE DE ETICA EM PESQUISA

SECRETARTA DA SAUDE DO CEARA

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HIAS

O protocolo “Avaliagdo de um teste pratico para diagnostico etioldgico das diarréias
(DEC) em uma unidade hospitalar de Fortaleza, Brasil”, verdo 3.0, tradugdo do
protocolo em inglés “Brazil DEC evaluation protocol v.3.0” foi recebido pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert Sabin (CEP-HIAS), e foi considerado
conforme o projeto DEC anteriormente submetido e j& aprovado por este Comité
(Registro CONEP 13526). O CEP-HIAS considera assim o protocolo acima aprovado

para sua implementacao.

Fortaleza, 22 de janeiro de 2008.

i [c (sl e oA D
Regina L-Rikeiro Moreno

Coordenadora do CEP-HIAS

ca em Pesquisa
Anord® do Comité de Etica em Fe
oo e taai Al S0
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ANEXO C - TCLE

”" Protocolo de Avaliagio do DEC - Brasil, versdo em portugués 3.0 de 25.08. 2008
Ivaliagdo de um cartdo para diagnostico entérico para manejo e diarveia (DEC) em Unidades Hospitalares de Fortaleza, Brasil
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA ¢ HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN, Fortaleza, CE, BRASIL
€
PATH, Scattle WA, FUA
TITULO DO ESTUDO: Avaliacio de um Cartio para Diagnoéstico Entérico para Manejo de Diarréia
(DEC) em Unidades Hospitalares ce Fortaleza, Brasil
TERMO DE CONSENTIMENTO PARA OS PAIS
PESQUISADORES: 3 S veo e e o o
Aldo Lima Ph.D. o Unwversidade Federal do 66-8437)
Richard Guerr: Universidade da Virginia, V
Matthew PATH. Seattle, Washington

“Bernhard Weigl Ph.D. PATH. Scatile, Washington, EUA

INTRODUCAO

Convidamos vocé a permitir que seu (a) fitho (a) possa participar de uma pesquisa medica. A participagio dela ¢
voluntaria. Este formulirio da um resumo da informacio que os pesquisadores discutirdio com vocé. Se sua crianga
participar deste trabalho de pesquisa, vocé ficara com uma copia doste formulario. Certifique-se de ter feito todas as
perguntas que vocé tenha sobre esta pesquisa.

Seu filho podera participar deste estudo porque cle esta com diarréia

PORQUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Este estudo estd sendo feito para desenvolver um teste que ajude os meédicos a conhecer i causa da diarréia, Se 0 novo
teste funcionar, ele dird aos médicos o que esta causando a diarrcia em menos de meia hora. Hoje, leva de 3 a 5 dias para
saber o que causa a diarréia na crnanga

Nos estamos coletando amostras de fezes das criangas da Emergéncia com diarréia. Gostariamos de coletar uma pequena
amostra de fezes de seu fitho. Estamos plancjando coletar amostras de fezes de mais de 1000 criangas que vém a este
Hospital.

Os pesquisadores ¢ médicos do hospital estio trabalhando com pesquisadores dos Estados Unidos (EUA). Os

pesquisadores americanos sdo do PATH. uma organizagiao sem fins lucrativos de Seattle. estado de Washington. ¢ a
Universidade de Virginia.

QUEM ESTA PARTICIPANDO DO ESTUDO?
Se vocé permitir deixar seu filho participar, um profissional vai examinar seu filho, fara perguntas sobre a sande dele ¢
sobre a diarréia. Vocé serd interropado sobre trabatho ¢ tempo de estudo O exame ¢ uma parte de rotina no atendimento
de scu filho mas as perguntas que farcmos em geral nio sio feitas pelo meédico. Se seu filho preencher os critérios de
inclusdo, uma amostra de fezes dele serd coletada

A pequena amostra de fezes sera coletada da [ralda de seu filho (se cle for menor de dois anos). Para as criangas maiores, a

0 ¢ amostra serd coletada com um recipiente. Se a crianga ndo pufjcr nos dir uma amostra de fezes dessa maneira. colcl_arcmos
5 g ‘5 uma pequena amostra com um swab retal. Poderemos lhe pedir de coletar uma amostra em casa ¢ trazer para o hospital

\6 2 (7} Utilizaremos a amostra de fezes para fazer os exames padrics para saber o que st causando a diarréia na sua crianga.
= ':_: E Uma parte da amostra sera utilizada para o novo teste. Como nos ndo sabemos se 0 novo teste € correto, os resultados nio

. = g podem ainda ser usados para os cuidados do seu filho ou para o tratamento
gl

“1 = “_‘ Com sua permissio, alguma quantidade da amostra sera congelada ¢ encaminhada para PATH nos Estados Unidos. A
‘.‘." & é amostra sera utilizada para confirmar o estudo em testes futuros e nilo poderd retornar uma vez que for despachada. As
‘: w3 gg amostras enviadas aos Estados Unidos ndo (erdo nomes ou ontra informagio que possa identificar seu filho,

e

@ & © QUAISSAO OS RISCOS DE PARTICIPAR DESTA PESQUISA?

£« ‘i Nio ha riscos conhecidos para sua crianga participar deste estudo. A coleta de amostra de fezes de seu filho em um
g’.-u_ 3 recipiente ou da fralda nido causa qualquer dano. A coleta de amostra por um swab colocado no reto pode causar um
o g X desconforto passageiro. A coleta de amostra retal ¢ uma pratica rotincira em criangas com diarréia grave na Emergéncia
P para fazer exames de diagnostico. Nio ¢ uma pritica de rotina em criancas com diarréia leve

~=.

<~ EXISTEM BENEFICIOS PARA PARTICIPAR NESTA PESQUISA?

Yarticipando este estudo. seu filho receberd o tratamento normal dos pacientes com diarréia na Emergéncia. Também
testaremos as fezes para compreender o que esta causando a diarréia. Este teste geralmente ndo € feito nas diarréias
comuns. A informagdo serd utilizada para ajudar no tratamento da sua crianga se seu filho tiver um caso grave de diarréia
que necessite ficar hospitalizado no Albert Sabin
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Protocolo de -Avaliagio do DEC — Brasil, versdo em portugués 5. 0de 25.08.2008
Ivaliagio de um cartdo para diagnostico entérico para manejo de diarréia (DEC) em Unidades Haspitalares de Fortaleze. Brasil

O que nos vamos aprender com Ssie estudo pode ajudar a desenvolver unt novo este para saber rapidamente a causa da
diarréia_ Isio vai ajudar as criangas com diarréia no futuro.

COMO FICA A CONFIDENCIALIDADE?

A informagdo que nos coletarmos ¢ as amostras de fezes serdo etiquetadas com um nimero da pesquisa. Nenhum nome
seri utilizado para os questionarios ou as amostras de fezes. Somente os pesquisadores brasileiros saberdo qual o codigo
que vincula o nome da crianca a0 questionario da pesquisa e amostra de fezes. Os pesquisadores dos Estados Unidos nio
(erio o vinculo de acesso ao nome da crianga.

s dados da pesquisa serdo mantidos duranie 5 anos depois do fim do estudo. O vinculo cnire 0 numero do esiudo € 0
proniuario clinico da crianca sera destruido quando os resultados do laboratorio forem colocados no prontudrio. As
amosiras de fezes da pesquisa enviadas aos Estados Unidos serdo mantidas oito anos ¢ utilizadas em pesquisas futuras
sobre diarréia.

Nenhum nome sera utilizado em publicagdes ou apresentagdo dos resultados da pesquisa.

MEU/MINHA FILHO(A) OU EU SEREMOS PAGOS PARA PARTICIPAR DO ESTUDO?
Niio hi pagamento para vocé ou sew/sua filho(a) para participar do estudo.

QUAIS SAO OS DIREITOS DO MEU/MINHA FILHO(A) COMO PARTICIPANTE DA PESQUISA?

Participar da pesquisa ¢ um gesto voluntario. Vocé pode decidir ndo querer que sew/sua filho(a) participe do esindo. Voce
pode mudar de opinido em qualquer momento e s¢ retirar do estudo. Sua decisdo de sair do estudo ndo vai afetar o
stendimento médico do seu filho no Hospital Infantil Albert Sabin de modo algum

A QUEM DEVO CHAMAR SE TIVER PERGUNTAS OU PROBLEMAS?

Se vocé tiver qualquer davida sobre o estudo por favor ligue para o Dr. Aldo Lima. telefone 33668445 na Universidade
Federal do Ceara.

Se vacé tiver dividas sobre os direitos de seu filho como participante da pesquisa. por favor chame Dr. Regina Lucia
Moreno. da Comissio de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert Sabin. Dra. Regina Lucia pode ser encontrada no
telefone Jocal 31014193

PERGUNTAS PARA CONFIRMACAO DA COMPREENSAO DO PROTOCOLO DA PESQUISA
Antes de assinar este termo de consentimento, o pesquisador Ihe fard uma séric de perguntas para ter cericza de que vocé
entendeu a pesquisa ¢ os direitos de seu/sua filho(a)

| Vai haver coleta de uma amostra de fezes neste estudo? SIM/NAO
> Sew/sun filho(a) receberi atendimento ¢ tratamento da diarréia s¢ vocé ndo quiser participar da pesquisa? SIM/ NAO
3 Ewiste alguma penalidade para scu/sua filho(a) se vocg disser NAO para participar da pesquisa? SIM/NAO
1 Sewsua filho(a) sera pago para participar da pesquisa? SIM/NAO
S Amosiras de fezes serio enviadas aos Estados Unidos para continuar com os estudos sobre diarréia” SIM/NAO

DECLARACAO DOS PAIS

A pesquisa foi bem explicada para mim Eu tive oportunidade de fazer perguntas Eu seu a quem ligar para qualquer
ditvida futur que cu possa ter. Eu concordo que meu filho participe da pesquisa, Uma copia deste termo de consentimento
me for dada.

2 - ¢ ASSINATURA DOS PAIS
=~ = Se voot concorda em permilir que seu filho tome parte na pesquisa. por favor assine este formulano.
Por favor, marque abaixo se aceita fazer doacdo de uma amostra de fezes para pesquisa posterior.
_ Sim, amostra restante de fezes podem ser env iadas a0 PATH nos Estados Unidos. A amostra sera codificada ¢ os

pesquisadores do PATH ndo terdo acesso ao nome da crianga. Eu cntendo que as amostras ficardo armazenadas
durantc 8 anos para confirmar a pesquisa diagnostica.

~Ndo, 0 restante das amostras de fezes de meu filho ndo serdo enviadas aos Estados Unidos para pesquisas futuras

sobre diarréia. Impressio do polegar do

parente (se necessano)

_Nome do Pai ou Res;-mnsa\‘el Legal

W

Assimatura do Pai ou Responsavel Legal ' ]

18 de feveremo de 2008 Versdo 4.0 Page 2 of 3
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Brasil, versdo em portugués 5.0 de 25.05.2008

Protocolo de Avaliagdo do DEC
yjo de diarréia (DEC) em midades Hospitalares de Fortaleza, Brasil

Ivaliagdo de um cartdo para diagnostico entérico para mane

Eu cstive presentc enquanto a pesquisa foi explicada aos pais
Minha assinatura como testemunha certifica que o participante ou
consentimento informado na minha presenga como ato conscienie de sua vontade

scu responsavel legal assinou esta folha de

Nome da testemunha Data

Assinatura da testemunha

18 de fevereiro de 2008 Versio 4.0 Page 3 of 3
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Hospital Infantil Rua Tertuliano Sales 544 — Vila Unido Fortaleza — Ceara
Albe Sabin FoneFax: (85) 3101.4212 — 3101.4283
Secretaria de Saude do Ceard E-mail: cep@hias.ce.gov.br

Referéncia: Protocolo CEP-HIAS N° 80/06

Titulo: Avaliagdo de um Cartao de Diagnoéstico Entérico para o Manejo de

Diarréia em uma Unidade Hospitalar de Fortaleza, Brasil, versdo 5.0.

Coordenadores locais do estudo: Dr. Aldo A. M. Lima

Dr. Luis Carlos Rey

Levamos ao conhecimento dos responsaveis pelo projeto “Avaliagdo de um
Cartdo de Diagnoéstico Entérico para o Manejo de Diarréia em uma Unidade Hospitalar
de Fortaleza, Brasil”, que o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert
Sabin (CEP-HIAS), analisou e aprovou a emenda ao protocolo versdo 4.0, onde se prevé
que o Centro de Assisténcia a Crian¢a Dra. Lucia de Fatima R. G. Sa torne-se um novo
local de recrutamento de criangas com diarréia e coleta de amostras de fezes para o
estudo. Esta emenda. agora aprovada. transforma a versido 4.0, datada de 25 de agosto

de 2008, na nova versdo 5.0 do mesmo protocolo.

Fortaleza, 30 de outubro de 2008.

-

=
Regina Lucia

o

iro Moreno
Coordenadora do CEP-HIAS

Regin= Lacia R. Morero
Coorr: © ia de Etica em Pes:
Ho: nfantil Albert Sa

Secretaria Municipal de Saude
Hospital Nossa Senhora da Conceigdo
Conjunto Ceara — IV Etapa
Regional VI
Fortaleza — CE

A Comissio de Etica em Pesquisas do Hospital Infantil Albert Sabin,

Eu abaixo assinado, Diretora Clinica do Hospital Distrital N. Senhora da Conceigdo,
estou ciente da pesquisa intitulada “Avaliacio de um Cartdo para Diagnéstico
Entérico para Manejo de Diarréia (Dec) em Unidades Hospitalares de
Fortaleza, Brasil”, e aprovo sua realizagio nesta Unidade Hospitalar, desde que
dentro das Normas Exigidas pela Comissdo de Etica do HIAS

Fortaleza, 03 de setembro de 2008

Dra. Dr. Anfénio d¢ Padua Siqueira
Diretor Geral
Dr. Antdnlo de Padua Siqueira Martins

CREMEC: 4916-CPF 155,365.783-91
Diretor Executivo do HN.S.C.
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ANEXO E - Checklist de Elegibilidade

HIAS-UFC
Avaliagdo de um cartdo para diagnédstico entérico para manejo de diarréia (DEC)
em uma Unidade Hospitalar de Fortaleza, Brasil

Checklist de Elegibilidade Para o Recrutamento de Participantes

1. O paciente ndo apresentou 3 ou mais fezes liquidas nas ultimas 24 horas?

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO SIM__ NAO__

2. A crianga é amamentada exclusivamente ao seio?

SIM NAO

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

3. A crianga tomou antibiético nos ultimos 30 dias?

SIM NAO

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

4. A crianga estava internada por 12 h ou mais antes de vir ao HIAS?

SIM NAO

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO

5. A crianga ja participou deste mesmo estudo antes?

SIM NAO

SE SIM, NAO INCLUIR NO ESTUDO




ANEXO F - Questionario (Dados clinicos)

HIAS-UFC
Avaliagdo de um cartdo para diagnédstico entérico para manejo de diarréia (DEC)
em uma Unidade Hospitalar de Fortaleza, Brasil

Formulario de Avaliagdo Clinica (CRF)

1. Data de aplicacdo do questionario / /

Seu filho é menino (1) ou menina (2 )? Sexo

Qual o dia do aniversario de seu filho? Data de nascimento / /

Qual a idade de seu filho(a) ____anos__meses

Quantas pessoas moram na casa da crianca (inclusive)? pessoas

Quantos comodos a casa tem para dormir?

2
3
4
5
6. Quantos comodos tem a casa onde mora a crianga?
7
8. Quantas pessoas fumam na casa?

9

Vocé prepara o alimento da crianca? Sim Nao
10. Vocé lava as maos antes de preparar o alimento da crianga? Sim Nao
11. A casa tem agua da Cagece? Sim Nao

12. A dgua de beber da casa é proveniente de :
1= CAGECE, 2= pogo profundo, 3= cacimba, 4=carroca, 5=lagoa/riacho/rio, 6=

outras fontes

13. Se ndo possui dgua encanada, o que vocé faz antes de cozinhar ou beber a dgua:

1=ferve 2= usa filtro 3= usa solugdo de cloro 4= outro

14. A casa tem sanitario com descarga? Sim Nao
15. O sanitdrio fica dentro da casa? Sim ___Nao

16. Existe dgua corrente e sabdo para lavar as maos perto do sanitario Sim Nao

17. O sanitdrio esta ligado na rede de esgoto da cidade? Sim __ Nao

18. Criangas menores de 5 anos defecam no chio da casa/quintal?

(1= sempre, 2= frequentemente, 3= poucas vezes, 4=ndo ouraramente, 9=

NS)

19. Animais costumam ficar dentro da casa? Sim Nao

20. Se sim, que animais ficam dentro de casa
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1= cdo, 2=gato, 3=galinha, 4=outro

21. Quantos anos de estudos a mae da crianga completou? ____série ___grau, ___anos
(99=NS)
22. Quantos anos de educacao escolar o pai completou? ____série ____grau, ___anos
23. No ultimo més, qual foi a renda total da familia? _____ reais/més NS
24. Quantas vezes seu filho(a) evacuou ontem? _____ /dia
25. Ha quanto tempo seu filho(a) esta com diarréia? ___dias___meses __NS
26. Teve sangue vivo nas fezes de seu filho durante algum episédio de diarréia? ___ Nao

Somente raios de sangue
Sim
Sim, alguém viu sangue

__ Nao sabe

27. Seu filho teve dor de barriga forte desde o inicio da doenca?

Sim, mas ndo foi a causa da consulta

Sim, a dor é muito forte (choro constante, flexdo do tronco)

Nao
NS
28. A crianga vomitou desde o inicio da doenga? ___Sim__Nao __NS
29. Quantos dias a crianga teve vomitos nesta doen¢a? dias
30. Seu filho teve febre durante esta doenga? __Sim _ Nado__NS

31. Se sim, qual a mais alta temperatura que ele teve? __,___grausC

N3o foi medida

Entrevistador Datadaentrevista  _ / /
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ANEXO G - 11 Congresso Brasileiro de Biotecnologia

CONGRESSO BRASILEIRO
J? 4 DE BIOTECNOLOGIA
- - Boime@e B Boanind A

Pesquisa, Desenvolvienento e Inovagdo

CERTIFICADO

A Comissso Clentifica do 3%, Congresso Brasileiro de Bioteonologia declara que o trabalho
inmtitulado “DNA extraction dicectly from children stoo! samples: Comparison between frozen
material and fecal swabs for enteric pathogens detection,” autoria de JOSIANE QUETZ foi
apresentado no 3%. Congresso Brasileiro de Biotecnologia, realizado no periodo de 12 3 15 de
Outybro de 2010, em Fortaleza-CE

-

<
Mo Fatira Geons ca 54 Manis Sush Soares obon

\ ‘[L’;‘T‘“ ,

DNA extraction directly from children stool samples: Comparison between frozen material and fecal
swabs for enteric pathogens detection.

Josiane S Quetz’, lla FN Lima®, Alexandre Havt!, Mara MG Prata’, Pedro HQS Medeiros’, David AC Cid", Luis C Reyl, Bernhardt
Weigl®, Aldo AM Lima® . Institute of Biomedicine for Brazilian Semi-Arid (IBISAB) & Clinical Research Unit / Center for Global
Health, Federal University of Ceara, Fortaleza, Brazil; >Program for Appropriate Technology in Health (PATH), Seattle, USA.

Background and Aims: The ideal method for pathogen DNA (pDNA) extraction from fecal samples
should recover high quantities of pure, integral pDNA with minimal co-extraction of inhibitors. Also,
cost and speed of extraction should be taken into account. In our routine enteric pathogens detection,
we use DNA extraction directly from frozen stool samples (FSS) using QlAamp DNA stool Mini kit
(QIAGEN, USA) with excellent results. However, the extraction of swab-type fecal samples (swabs) was
not described by instructor’s guide - a limitation for certain studies. In this report we evaluate the
quantity and quality of DNA extracted from FSS and swabs. Methods: From May 2008 to April 2009, it
was realized stool samples collection from 432 children with diarrhea assisted in emergency rooms in
Fortaleza, Brazil. After parental consent and collection, specimens were stored at -80°C. We used 314
FSS (200mg or 200pL) and 69 swabs to carry the DNA extractions out. For the FSS extractions, the
regular instructions were obeyed, and for the swabs extraction, an initial wash step was included and
the elution was performed with half the usual volume. All samples were quantified for DNA
concentration using a spectrophotometer (Eppendorf BioPhotometer Plus, Germany). The purity of
pDNA extracted was determined by measuring the 260—280nm absorbance ratio (A,g0/A2s0). We also
performed an internal control PCR detection in all pDNA extracted from swabs (rrs, encoding E. coli’s
16S rRNA). Results: The mean concentration obtained were: 55.7 ug/mL + 68.7 SD, for FSS extracted
pDNA; and 32.9 pug/mL + 32.0 SD for swabs extracted pDNA. The mean of A,g0/A,sq ratios was 1.72 for
both FSS and swabs extracted pDNA. According to the spectrophotometric analysis, FSS extracted
pDNA were quite similar to swabs extracted pDNA (Student’s T test, p>0.05). The percentage of the
positive internal amplification control in the pDNA extracted from swabs was 100% (69/69).
Conclusion: The combination of spectrophotometric readings and amplification of internal control
reflects the utility of the extracted sample for end-point usage. Our data showed that the DNA
extracted from FSS and swabs were not significant different and both showed enough quantity and
appropriate quality for enteric pathogens molecular detection. Financial support: CNPq / PATH (USA).
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ANEXO H - SOPs Microbiologia (DEC)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

Unidade de Pesquisas Clinicas & Instituto de Biomedicina
Projeto: Avaliagdo de um Cart3o para Diagndstico Entérico para Manejo de Diarréia (DEC) em

uma Unidade Hospitalar de Fortaleza, Brasil
Rua Cel. Nunes de Melo , 1315 - CEP: 60.430-270 - C.P 3229 — Rodolfo Tedfilo, Fortaleza, Ceara, Brasil
Fone: (55) 85. 3366.8437 — Fax: (55) 85. 3366.8445 — e-mail: ibimed@veloxmail.com.br

PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS DE FEZES

Objetivo
Este protocolo descreve os procedimentos para o processamento de amostras fecais no
laboratorio.

Materiais

Swabs Micronic;

Swabs estéreis;

Tubos contendo tampéo de lise;
Tubos com capacidade para 2mL;
Tesoura,;

Placas e caldos de cultura;
Capela de exaustdo de gases;
Freezer abaixo de -70°C.

Amostras
Fezes frescas obtidas em copos de coleta durante o periodo da manh&, estocadas na geladeira (2-
8°C) e transportadas para o laboratério em gelo no inicio da tarde do mesmo dia.

Métodos

Usar quatro swabs Micronics, dois swabs estéreis, dois tubos contendo aproximadamente 700uL
de tampao de lise e cinco tubos de 2mL para o processamento das amostras fecais coletadas.
Identificar os tubos com as seguintes etiquetas, usando o sistema de cddigo de barras: tampao,
swab e fezes congeladas.

Aliquotar as fezes utilizando os dois primeiros swabs Micronics e inseri-los em cada um dos dois
tubos com tampéo de lise, misturar cerca de 12 vezes para dispensar as fezes no meio e descartar
0s swabs.

Aliguotar as fezes com os outros dois swabs Micronics, coloca-los em cada um dos dois tubos
vazios de 2mL e cortar os cabos dos swabs com a tesoura.

Usar um swab estéril para inocular as placas de cultura e o caldo selenito. Inocular o outro swab
estéril contendo fezes em tubo contendo 700uL de caldo MacConkey, incubar de 18 a 24 horas a
37°C, adicionar 15% de glicerol e congelar abaixo de -70°C (MOP — Cultura de Fezes).

Preencher trés tubos vazios de 2mL com fezes para pesquisas futuras com o Cartdo de
Diagnostico Entérico ou outros diagnésticos.

Aliquotar o material restante para a realizacao de testes adicionais no Brasil (lactoferrina e outros).
Armazenar todos os tubos abaixo de -70°C. Enviar os lisados, os dois tubos contendo swabs
Micronics, o caldo MacConkey e os trés tubos extras com fezes para o PATH, Seattle em gelo
seco.

Controle de Qualidade
Nao aplicavel.

Resultados
N&o aplicavel.

Referéncias
Protocolo de “Evaluation of a Diagnostic Enteric Card for Management Diarrhea in a Clinical Site in
Fortaleza, Brazil”.
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CULTURA DE FEZES

Objetivo

Este protocolo descreve os procedimentos para a identificacdo de espécies bacterianas
especificas (Escherichia coli 0157, Salmonella, Shigella and Campylobacter jejuni) a partir de
cultura microbiolégica de amostras fecais.

Materiais

Equipmentos e Materiais de Consumo

Caneta marcadora;

Swabs estéreis;

Alcas de inoculagédo bacterioldgica;

Sistema gerador de microaerofilia e jarra incubadora;
Laminas para microscopia;

Papel de filtro;

Pipetas Pasteur;

Microscépio 6ptico;

Estufas a 37°C e 42°C;

Binco de Bunsen;

Freezer abaixo de -70°C.

Meios e Reagentes

Placas de agar MacConkey (MAC);

Placas de agar Sorbitol MacConkey (SMAC);
Placas de agar Entérico de Hektoen (HE);
Placas de agar Salmonella Shigella agar plate (SS);
Placas de agar Campylobacter (Campy);

Caldo Selenito;

Caldo MacConkey (MAC broth);

Glicerol,

Tiras do sistema API 20E;

Reagents do API;

Teste de aglutinagdo em latex para E. coli 0157;
Reagente da oxidase;

Reagents para colora¢do de Gram.

Amostras

Fezes frescas obtidas em copos de coleta durante o periodo da manhd, estocadas na geladeira (2-
8°C) e transportadas para o laboratério em gelo no inicio da tarde do mesmo dia.

Métodos

Dia 1 (dia de recebimento da amostra):

As amostras devem ser processadas e aliquotadas de acordo com as instru¢cfes descritas no MOP
— Processamento de Amostras de Fezes.

Reservar, para cada amostra, uma placa de MAC, SMAC, HE, SS e Campy e um tubo contendo
caldo selenito e caldo MAC. Remové-los da geladeira e esperar que atinjam a temperatura
ambiente.

Identificar as placas e os tubos com as seguintes etiquetas, usando o sistema de cddigo de barras:
MAC, SMAC, HE, SS, Campy, Selenito e MAC caldo.

Tocar as fezes com um swab estéril e toca-lo préximo a uma das bordas dos meios de cultura, na
seguinte ordem: MAC, SMAC, HE, SS e Campy. Em seguida, inocular o swab no caldo selenito.
Tocar as fezes com um Segundo swab estéril e inocula-lo no caldo MAC. Estriar cada placa
empregando técnica de isolamento.

Incubar os caldos e as placas invertidas em atmosfera aerébia, a 37°C+2°C, por 18 a 24 horas,
exceto a placa de Campy, que deve ser incubada a 42°C+1°C, por 48 horas em atmosfera
microaerdfila.

Dia 2 (24 horas ap0s o recebimento da amostra):
Examinar a presenca de crescimento nas placas, com exce¢do do meio para Campy.

MAC — observar somente se ha crescimento para garantir a viabilidade da amostra. Considerar col6nias nado-
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fermentadoras de lactose (claras, transparentes) somente quando esta col6nia ndo crescer em outro meio
de cultura (SMAC, HE and SS). Neste caso, se a colonia estiver isolada e se houver crescimento suficiente,
testa-la para a atividade da oxidase, de acordo com as instru¢ées no MOP — Teste de Oxidase. Se o
resultado for negativo, inocular as colonias em tiras do sistema API 20E e incuba-las a 37°C £ 2°C durante a
noite, de acordo com as instrugGes do fabricante (POP — API 20E). Se a col6nia ndo-fermentadora de lactose
ndo estiver isolada e/ou se ndo houver crescimento suficiente desse tipo de coldnia, toca-la com uma alga
de inoculagdo e plaquea-la em uma placa de MAC. Estriar e incubar em atmosfera aerdbia, a 37°C £ 2°C, por
18 a 24 horas, para obter material suficiente e de qualidade (col6nias isoladas) para continuar os testes. Se
nenhum crescimento for observado nessa placa, reincubd-la.

SMAC - observar col6nias ndo-fermentadoras de sorbitol (claras, transparentes). Se ela estiver isolada e se
houver crescimento suficiente, testa-la para a atividade da oxidase, de acordo com as instru¢ées no MOP —
Teste de Oxidase. Se o resultado for negativo, inocular as colénias em tiras do sistema API 20E e incuba-las a
37°C £ 2°C durante a noite, de acordo com as instrugdes do fabricante (POP — APl 20E). Se a col6nia ndo-
fermentadora de sorbitol ndo estiver isolada e/ou se ndo houver crescimento suficiente desse tipo de
colbnia, toca-la com uma alga de inoculagdo e plaquea-la em uma placa de MAC. Estriar e incubar em
atmosfera aerdbia, a 37°C + 2°C, por 18 a 24 horas, para obter material suficiente e de qualidade (col6nias
isoladas) para continuar os testes. Se nenhum crescimento for observado nessa placa, reincuba-la.

HE — observar colonias ndo-fermentadoras de lactose (claras, transparentes, revelando o fundo verde, cor
caracteristica do meio) ou col6nias produtoras de H,S (claras com o centro negro ou colGnias enegrecidas).
Se ela estiver isolada e se houver crescimento suficiente, testa-la para a atividade da oxidase, de acordo
com as instrugdes no MOP — Teste de Oxidase. Se o resultado for negativo, inocular as colonias em tiras do
sistema API 20E e incuba-las a 37°C + 2°C durante a noite, de acordo com as instrugées do fabricante (POP —
API 20E). Se a col6nia de interesse n3o estiver isolada e/ou se ndo houver crescimento suficiente desse tipo
de colbnia, toca-la com uma alga de inoculagdo e plaquea-la em uma placa de MAC. Estriar e incubar em
atmosfera aerdbia, a 37°C + 2°C, por 18 a 24 horas, para obter material suficiente e de qualidade (col6nias
isoladas) para continuar os testes. Se ndo for observado crescimento de col6nias ndo-fermentadores de
lactose ou coldnias produtoras de H,S, plaquear uma nova placa de HE a partir do caldo Selenito inoculado
no dia anterior. Incubar as duas placas de HE (inicial e subcultura) a 37°C + 2°C, por 18 a 24 horas. Se
nenhum crescimento for observado na placa inicial, reincuba-la.

SS — observar col6nias ndo-fermentadoras de lactose (claras, transparentes, revelando o fundo rosa, cor
caracteristica do meio) ou col6nias produtoras de H,S (claras com o centro negro ou colGnias enegrecidas).
Se ela estiver isolada e se houver crescimento suficiente, testa-la para a atividade da oxidase, de acordo
com as instrugdes no MOP — Teste de Oxidase. Se o resultado for negativo, inocular as colénias em tiras do
sistema API 20E e incubd-las a 37°C £ 2°C durante a noite, de acordo com as instrugdes do fabricante (POP —
API 20E). Se a colénia de interesse ndo estiver isolada e/ou se ndo houver crescimento suficiente desse tipo
de colbnia, toca-la com uma alga de inoculagéo e plaqueda-la em uma placa de MAC. Estriar e incubar em
atmosfera aerdbia, a 37°C + 2°C, por 18 a 24 horas, para obter material suficiente e de qualidade (col6nias
isoladas) para continuar os testes. Se nao for observado crescimento de col6nias ndo-fermentadores de
lactose ou coldnias produtoras de H,S, plaquear uma nova placa de SS a partir do caldo Selenito inoculado
no dia anterior. Incubar as duas placas de SS (inicial e subcultura) a 37°C + 2°C, por 18 a 24 horas. Se
nenhum crescimento for observado na placa inicial, reincuba-la.

MAC caldo — adicionar 0,15mL (15%) de glicerol e armazenar abaixo de -70°C.

Dia 3 (48 horas apds o recebimento da amostra):
Se nenhum crescimento foi observado no dia 2, examinar as placas utilizando os mesmos critérios e
procedimentos descritos acima (com exceg¢dao do meio para Campy).

MAC - se nenhum crescimento for observado no dia 3, a amostra é considerada inviavel.

SMAC - se a presenca de coldnias ndo-fermentadoras de sorbitol ndo for observada no dia 3, a amostra é
considerada negativa para E. coli 0157. Se aplicavel, ler as tiras de API20E inoculadas no dia 2. Se o
resultado for positivo para E. coli, testar a colonia através do Teste de Latex para E. coli 0157, de acordo
com as instrucdes do fabricante (POP — Teste de Latex para E. coli 0157). Se aplicével, testar as col6nias
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isoladas em MAC no dia 2 quanto a atividade da oxidase. Se o resultado for negativo, inocular as colonias
em tiras do sistema API 20E e incuba-las a 37°C £ 2°C durante a noite, de acordo com as instrugdes do
fabricante (POP — API 20E).

HE — se no dia 3 ndo for observada a presenca de colonias ndo-fermentadoras de lactose ou colénias
produtoras de H,S na placa de HE inicial nem na placa de HE subcultivada, a amostra é considerada negativa
para Salmonella e Shigella. Se aplicdvel, ler as tiras de API20E inoculadas no dia 2. Se aplicavel, testar as
colbnias isoladas em MAC no dia 2 quanto a atividade da oxidase. Se o resultado for negativo, inocular as
col6énias em tiras do sistema API 20E e incuba-las a 37°C £ 2°C durante a noite, de acordo com as instrugdes
do fabricante (POP — API 20E).

SS agar — se no dia 3 ndo for observada a presencga de col6nias ndo-fermentadoras de lactose ou col6nias
produtoras de H,S na placa de SS inicial nem na placa de SS subcultivada, a amostra é considerada negativa
para Salmonella e Shigella. Se aplicdvel, ler as tiras de API20E inoculadas no dia 2. Se aplicavel, testar as
colbnias isoladas em MAC no dia 2 quanto a atividade da oxidase. Se o resultado for negativo, inocular as
colbnias em tiras do sistema API 20E e incuba-las a 37°C £ 2°C durante a noite, de acordo com as instrugdes
do fabricante (POP — API 20E).

Campylobacter agar — observar o crescimento de colonias ndo-hemoliticas, transltcidas e aquosas. Algumas
col6nias podem apresentar-se sem cor. Testar tais colonias quanto a atividade da oxidase, de acordo com as
instrugcdes no MOP — Teste de Oxidase. Se o resultado for positivo, preparar esfregaco e cora-lo através da
coloragdo de Gram (MOP — Coloragdo de Gram). Examina-lo quanto a presenca de bacilos Gram-negativos,
em formato de “asas de gaivota”. Se nao forem observadas coldnias caracteristicas no dia 3, a amostra é
considerada negativa para Campylobacter.

Dia 4 (72 horas ap0ds o recebimento da amostra):

SMAC - se aplicavel, ler as tiras de API20E inoculadas no dia 3. Se o resultado for positivo para E. coli, testar
a coldnia através do Teste de Latex para E. coli 0157, de acordo com as instrugdes do fabricante.

HE — se aplicdvel, ler as tiras de API20E inoculadas no dia 3.

SS — se aplicavel, ler as tiras de API20E inoculadas no dia 3.

Controle de Qualidade

Todos os meios de cultura devem ser submetidos ao controle de qualidade de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Resultados

Uma amostra é considerada negative para as espécies bacterianas de interesse nesse estudo quando nao ha
crescimento desses microorganismos apds 48 horas de incubagdo (dia 3) ou quando os testes bioquimicos
inoculados nos dias 2 ou 3 ndo indicam a presenca dos patégenos pesquisados.

Todos os resultados devem ser digitados no banco de dados.
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ANEXO 1| - Dados Cq Campylobacter sp. (RT-PCR)

Legenda:
Swabs

positive qPCR result Cq <35

marginal gPCR result Cq: 35a40

negative qPCR result

ClientID gyrA 0046 0092 0137

0001 0047 0093 0138
0002 0049 0094 0139
0003 0050 0096 0141
0004 0051 1 0099 0144
0005 0052 0100 0145
0006 0053 1 0101 0146
0007 0054 0103 0148
0009 0055 0104 0149
0011 0056 1 0105 0150
0012 0057 0106 0151
0013 0058 0108 0153
0014 0060 0109 0154
0015 0061 0112 0157
0016 0062 0113 0158
0017 0063 0114 0159
0018 0064 0115 0160
0019 0065 0116 0161
0020 0066 0117 0162
0021 0067 0120 0165
0022 0068 1 0121 0166
0023 0069 0122 0167
0024 0070 0125 0170
0026 0072 0126 0171
0027 0073 0127 0172
0028 0074 0130 0175
0029 0075 0131 0176
0030 0076 0132 0177
0031 0077 0133 0178
0032 0078 0135 0180
0033 0079 0285 0337
0034 0080 0286 0338
0035 0081 0287 0339
0036 0082 0288 0340
0037 0083 0289 0341
0038 0085 0290 0342
0039 0086 0292 0344
0040 0087 0293 0345
0041 0088 0294 0346
0042 0089 0295 0347
0043 0090 0296 0348
0044 0233 0298 0350
0045 0234 0299 0351
0181 0235 0300 0352
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0182 0236 0301 0353
0183 0237 0302 0354
0184 0238 0303 0355
0185 0239 0304 0356
0187 0240 0305 0357
0188 0241 0306 0358
0189 0242 0307 0359
0190 0243 0308 0360
0191 0244 0309 0362
0192 0245 0311 0364
0193 0246 0312 0365
0195 0247 0313 0366
0196 0249 0314 0367
0197 0250 0315 0368
0198 0251 0316 0369
0199 0253 0317 0370
0200 0254 0318 0371
0201 0255 0319 0372
0202 0256 0320 0373
0203 0257 0321 0374
0204 0258 0322 0375
0205 0259 0323 0376
0206 0260 0324 0377
0207 0262 0325 0378
0208 0263 0326 0379
0209 0264 0327 0380
0210 0265 0328 0381
0211 0266 0329 0382
0212 0267 0330 0383
0213 0268 0331 0384
0214 0269 0332 0385
0215 0270 0333 0386
0217 0271 0334 0387
0218 0272 0335 0388
0220 0273 0336 0389
0221 0274

0222 0275

0223 0276

0224 0277

0225 0278

0226 0279

0227 0280

0228 0281

0229 0282

0230 0283

0231 0284

0232
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